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NOMENCLATURE 
 
 
Pour l’écriture des gènes et des protéines, nous avons suivi la nomenclature suivante : 
 
 Les noms des gènes sont toujours en italique; 
 Les noms des gènes ou des protéines humaines sont en lettres capitales; 
 Pour les autres, seule la première lettre du gène ou de la protéine est en capitale 
 
 
 
 
Deux mots anglais dont nous trouvons les traductions peu ‘naturelles’ sont utilisés dans le 
texte :  
 
‘Enhancer’ (en français, amplificateur) : séquence d’ADN éloignée du site d’initiation de la 
transcription qui fixe des régulateurs transcriptionnels, et son extension ‘Enhanceosome’.  
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PREAMBULE 
 
 
 La régulation de l’expression des gènes est un mécanisme fondamental par lequel un 
organisme vivant répond aux modifications de son environnement et la spécificité cellulaire 
reflète la capacité d’aboutir à l’expression coordonnée de gènes régulés dans le temps et dans 
l’espace. L’existence de familles de facteurs de transcription qui partagent des domaines de 
liaison à l’ADN très conservés, ainsi que des séquences cibles très similaires engendre un 
paradoxe dans le contrôle transcriptionnel. Comment des protéines apparentées assument-
elles des rôles spécifiques différents dans la régulation des gènes ? 
 Les facteurs de transcription de la famille ETS offrent un modèle remarquable pour 
l’étude de la spécificité. Nous allons voir que l’activité de ces protéines est sous l’influence de 
nombreux mécanismes moléculaires et que c’est l’intégration de tous ces mécanismes qui 
contribue à leur spécificité. Dans le travail de thèse que je vais vous présenter, nous nous 
sommes particulièrement intéressés aux interactions protéiques impliquant la protéine ERG, 
membre de la famille ETS, et l’hétérodimère FOS/JUN. Afin d’apporter aux lecteurs les 
éléments nécessaires pour comprendre la problématique du travail, j’ai organisé ce mémoire 
autour de deux grandes parties. Après une introduction générale qui présentera les acteurs de 
la régulation transcriptionnelle, nous débuterons par l’étude des rôles biologiques des facteurs 
ETS, en insistant sur leurs propriétés communes et individuelles. Cette première partie sera 
l’occasion de présenter nos premiers travaux sur l’identification des domaines fonctionnels de 
la protéine ERG. Le deuxième grand chapitre s’articulera autour des mécanismes qui régulent 
l’activité des protéines ETS. Notre étude sur les mécanismes moléculaires de la formation du 
complexe ERG-JUN/FOS nous permettra de mettre en évidence l’importance des partenaires 
de la famille ETS pour la régulation de leurs activités. Enfin nous terminerons par une 
conclusion générale et les perspectives qu’ouvre cette étude. 
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CHAPITRE I : SYNOPSIS 
 
I-1 Au théâtre ce soir 
 
 I-1-1 Avis aux lecteurs 
 Les nombreuses données accumulées ces dix dernières années sur les mécanismes de 
régulation de l’expression des gènes nous renvoient l’image d’un puzzle complexe impliquant 
une grande diversité de pièces. Plus qu’un puzzle, le contrôle transcriptionnel s’apparente 
plutôt à une pièce de théâtre. La cellule, et plus particulièrement le noyau, forment la scène et 
le décor dans lesquels évoluent les différents personnages. Le scénario suit une trame 
prédéfinie mais laisse la part belle à ‘l’adaptabilité’. Les interactions et les dialogues qui 
relient en permanence tous les acteurs vont directement influencer leur jeu ainsi que leur 
sélection. 
 En me positionnant comme observateur extérieur lors de l’écriture de cette thèse, j’ai 
délibérément fait des choix en privilégiant certains aspects. J’ai voulu en particulier insister 
sur certains concepts développés récemment qui présentent des modèles séduisants pouvant 
expliquer en partie la spécificité transcriptionnelle. Tout repose sur les propriétés 
d’assemblage combinatoire des protéines dont l’arrangement structural précis génère un 
réseau unique d’interactions protéiques et protéines-ADN spécifiques sur chaque promoteur. 
Plusieurs évidences suggèrent, au moins pour certains gènes, que ce modèle de régulation est 
proche de la réalité. J’ai donc essayé tout au long de cette thèse de suivre ce fil rouge en 
restant le plus homogène possible sans oublier qu’à chaque règle existe son exception. 
 
 I-1-2 Le scénario 
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Une cellule eucaryote contient environ 30000 gènes mais en exprime un nombre 
beaucoup plus faible. Le nombre et le choix des acteurs impliqués dans ces régulations 
dépendent fortement des spécificités tissulaires et fonctionnelles des cellules ainsi que des 
différents stimuli qu’elles reçoivent. La régulation de l’expression des gènes est donc un 
mécanisme fondamental par lequel un organisme vivant répond aux modifications de son 
environnement et la spécificité cellulaire reflète la capacité d'aboutir à l’expression 
coordonnée de gènes régulés dans le temps et dans l’espace. Cette pièce de théâtre qui 
pourrait s’intituler : «Le contrôle transcriptionnel» se joue en plusieurs actes et fait intervenir 
une multitude de personnages. Le scénario n’est jamais le même à chaque représentation mais 
il suit des règles strictes qui permettent à chaque participant de jouer la même partition, la 
moindre fausse note pouvant avoir des conséquences délétères et irréversibles pour 
l’organisme. 
 
I-1-3 En coulisse 
La réponse appropriée à un stimulus découle de l’intégration d’informations 
transmises par un réseau de signalisation qui prend naissance à l’extérieur de la cellule pour se 
terminer dans le noyau (Figure I-1). Le messager primaire ou ligand va déclencher une 
cascade d’évènements (transduction) faisant intervenir un vaste réseau de protéines 
cytoplasmiques (transmetteurs du signal) en se fixant à son récepteur membranaire (l’émetteur 
du signal). L’aspect quantitatif et qualitatif du message dépend de multiples interactions 
protéiques, elles-mêmes régulées par des modifications post-traductionnelles 
(phosphorylation) et allostériques (modifications conformationnelles) souvent induites. Tout 
ce réseau de communication va aboutir au noyau (translocation) et modifier l’état des acteurs 
transcriptionnels (phosphorylation, acétylation, méthylation, levée d’inhibition). La réponse 
cellulaire finale se traduit par des modifications dans l’expression des gènes (Figure I-1). 
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Tous ces processus sont en permanence sous surveillance et impliquent des mécanismes 
complexes de régulation. Le contrôle dynamique de l’expression des gènes est lui aussi 
finement régulé à toutes les étapes clés (Figure I-2). Par exemple, au niveau du génome, 
l’accessibilité des gènes dépend de l’état de condensation de la chromatine et au niveau pré-
traductionnel, la stabilité et la dégradation des ARN messagers sont des étapes importantes de 
régulation (Figure I-2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-1 : Représentation schématique des événements cellulaires aboutissant à 
la modification de l’expression des gènes en réponse aux stimuli extérieurs. Les 
quatre phases principales sont indiquées : 1 : Interaction récepteur-ligand (le 
message peut-être transmis par une molécule soluble comme indiqué mais peut 
aussi être induit par des contacts cellulaires par exemple), 2 : Transduction du 
signal par l’intermédiaire des protéines de signalisation (Protéines adaptatrices, 
kinases, phosphatases), 3 : Réponses cellulaires et 4 : Modification de l’expression 
des gènes ciblés par la voie de signalisation. 
 
I-1-4 Les contraintes 
 L’un des problèmes majeurs dans la régulation de l’expression des gènes est de 
comprendre comment un organisme complexe peut gouverner une telle diversité de fonctions 
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Figure I-2 : Les différents niveaux de régulation de l’expression des 
gènes. Les 5 étapes principales sont représentées. L’amplification, la 
délétion ou le réarrangement du génome correspondent à des 
événements survenants lors de pathologies. 
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tout en maintenant une spécificité cellulaire en réponse à son environnement. La spécificité 
cellulaire reflète la mise en route d’un programme génétique ordonné qui est à chaque fois 
unique. Il est non seulement important ‘d’allumer’ les gènes requis pour le programme donné 
mais aussi ‘d’éteindre’ ceux qui ne le sont pas. Il n’est donc pas difficile d’imaginer que les 
mécanismes moléculaires aboutissant à l’expression ciblée et régulée des gènes nécessitent un 
minimum d’ordre et d’organisation. La plupart des acteurs impliqués agissent en complexes 
multi-protéiques dans lesquels chacun a un rôle prédéfini dans le temps et dans l’espace. La 
nature complexe des processus mis en jeu fournit virtuellement un nombre considérable de 
possibilités de régulation et aboutit à un mécanisme de contrôle très élaboré. Toutes ces 
principes se retrouvent derrière les concepts de ‘complexe stéréo-spécifique ordonné’, 
‘d’enhanceosome’ et de ‘spécificité par localisation’ récemment mis en évidence (Tjian et 
Maniatis, 1994; Lefstin et Yamamoto, 1998; Ptashne et Gann, 1998; Kobe et Kemp, 1999). 
 
I-1-4-1 Contrainte numéro 1 : ‘la stéréo-spécificité’ 
L’une des solutions choisies par la cellule pour assurer la diversité est donc d’utiliser 
un nombre limité d’acteurs afin de minimiser la complexité qui lie les différentes voies de 
signalisation aux divers régulateurs transcriptionnels. Cette diversité est assurée par des 
mécanismes de coopérativité et de synergie dans lesquelles une combinaison d’acteurs 
ubiquitaires, architecturaux, tissus et signaux spécifiques est utilisée pour exécuter un large 
nombre de décisions. Par exemple, le concept ‘d’enhanceosome’ nécessite deux niveaux de 
spécificité dits ‘structuraux’ dans lesquels de simples interactions protéiques permettent 
l’assemblage coopératif de complexes multi-protéiques. Ces processus aboutissent à la 
formation de ‘surfaces d’activation’ chimiquement et spatialement complémentaires aux 
cibles secondaires que sont les co-activateurs et la machinerie transcriptionnelle basale 
(Carey, 1998). Tout comme un puzzle, le positionnement d’une pièce n’est possible que si les 
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premières pièces sont déjà assemblées. La notion sous-jacente de ce concept est que les 
domaines d’interactions impliqués doivent adopter une structure tri-dimensionnelle 
particulière qui dépend du partenaire. Ce mécanisme de ‘restructuration conformationnelle 
induite’ offre de nombreux avantages. Premièrement, les interactions non productives sont 
minimisées si les partenaires n’interagissent qu’en fonction du partenaire précédent 
(mécanisme séquentiel). Pour un facteur de transcription, la structure et l’organisation des 
sites de liaison sur l’ADN jouent la plupart du temps le rôle essentiel d’échafaudage de ces 
complexes (Lefstin et Yamamoto, 1998). Deuxièmement, un domaine qui se structure 
uniquement lorsqu’il interagit avec un autre domaine, fournit un mécanisme d’une flexibilité 
formidable qui permet d’assurer une grande spécificité. Troisièmement, cela permet une 
régulation temporelle très fine. Par exemple, les enzymes allostériques sont souvent régulées 
par des mécanismes d’inhibition intra-moléculaires (Figure I-3). L’enzyme est maintenue 
dans un état inactif via l’interaction d’une région spécifique de telle manière qu’elle vient 
masquer le site actif. L’activation allostérique par un ligand ou une protéine vient alors 
déplacer cette région inhibitrice et libérer le site actif (Kobe et Kemp, 1999). La nature du 
signal déclenchant le processus dépend des voies de signalisation mises en jeu en amont 
(Figure I-1). Ce mécanisme général peut aussi s’appliquer aux facteurs de transcription. La 
séquestration de NF-κB dans le cytoplasme par IκB, qui est levée par phosphorylation puis 
dégradation de IκB (Baeuerle, 1998), n’est rien d’autre qu’une inhibition inter-moléculaire. 
De même, existe-t-il une forte similitude entre la régulation intra-stérique des enzymes et 
l’auto-inhibition intra-moléculaire souvent constatée dans les facteurs de transcription, qui 
empêche la reconnaissance de l’ADN tant que des partenaires et les bons sites de 
reconnaissance ne sont pas à proximité (Graves et al., 1998). Enfin, les différentes 
conformations adoptées par les récepteurs nucléaires en présence ou en absence de leurs 
ligands, leur permettent d’interagir soit avec des co-activateurs, soit avec des co-répresseurs et 
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donc d’activer ou d’inhiber la transcription (Glass et Rosenfeld, 2000; Renaud et Moras, 
2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-3 : Représentation schématique du mécanisme d’inhibition intra-moléculaire d’après Kobe et 
Kemp, 1999. Cette régulation appelée intra-stérique a d’abord été définie pour des enzymes allostériques. 
Le principe étant que l’enzyme est maintenue dans un état inactif via l’interaction d’une séquence 
inhibitrice interne (carré jaune) qui masque le site actif. L’activation allostérique par un ligand (diamant 
vert) provoque la levée de l’auto-inhibition. Ce mécanisme peut s’appliquer à des enzymes monomériques 
ou multimériques. Par extension, les phénomènes d’auto-inhibition de fixation à l’ADN des facteurs de 
transcription, la séquestration de NF-κB par IκB dans le cytoplasme ou les différentes conformations 
adoptées par les récepteurs nucléaires en présence ou absence de leurs ligands, suivent le même précepte. 
 
I-1-4-2 Contrainte numéro 2 : le principe de la coopération 
Tout ceci n’aurait aucun sens si le recrutement sélectif des différents partenaires 
n’était lui-même régulé. C’est ici qu’intervient le concept de ‘spécificité par localisation’ 
(Ptashne et Gann, 1997; Ptashne et Gann, 1998). La notion ‘d’enhanceosome’ proposée par 
Michael Carey (Carey, 1998) découle des travaux sur la régulation des ‘enhancers’ de la 
chaîne alpha du récepteur des cellules T (TCRα) et de l’interféron β (INFβ) . La spécificité 
tissulaire de ces deux ‘enhancers’ est sous la dépendance de complexes multi-protéiques 
formés de protéines ubiquitaires, tissu-spécifiques et architecturales (Carey, 1998). Ainsi les 
facteurs de transcription ETS-1, AML1, LEF-1 et ATF/CREB reconnaissent ‘l’enhancer’ du 
TCRα alors que les sous-unités p50 et p65 de NF-κB, IRF-1, ATF-2, c-JUN et HMG-1 
Activateur
Activateur
Site allostérique Site actif Séquence intra-inhibitrice
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régulent ‘l’enhancer’ de l’INFβ (Figure I-4). L’idée générale étant que les sites de liaison 
individuels ne sont actifs qu’organisés en un étayage architectural spécifique. Cette 
conformation particulière est assurée en partie par les protéines architecturales LEF-1 et 
HMG-1 qui courbent l’ADN. Au final, cela permet des interactions spécifiques, une 
coopération de fixation et une synergie entre les différents facteurs de transcription, effets qui 
ne seraient pas possible sur un ADN linéaire (Figure I-4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-4 : Représentation schématique de ‘l’enhanceosome’ de l’INFβ d’après Carey, 1998. L’ADN 
est représenté par un trait noir et les différents acteurs sont indiqués. La courbure de l’ADN induite par 
les protéines architecturales HMG-1 permet des interactions protéiques entre les différents facteurs de 
transcription et aboutit à une synergie transcriptionnelle. 
 
Cette notion qu’un répertoire limité de protéines est suffisant pour une activation 
spécifique est fortement étayée par des expériences de ‘contournements d’activateurs’ chez la 
levure. La simple fusion d’un domaine de liaison à l’ADN (celui de lexA) à l’un des 
composants de la machinerie transcriptionnelle basale (TBP, TFIIB, Gal11) stimule la 
transcription en absence de domaines transactivateurs (Barberis et al., 1995; Farrell et al., 
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1996). Il existe de plus une très bonne corrélation entre la force des interactions et le niveau 
d’activation transcriptionnelle (Ptashne et Gann, 1997). Toutes ces expériences suggèrent que 
des facteurs individuels ont la capacité de gouverner l’assemblage de complexes 
transcriptionnels uniquement par recrutement direct sur l’ADN. Dans cette hypothèse, ces 
facteurs sont appelés ‘localisateurs’ au sens d’apposition, et la spécificité est imposée par de 
simples interactions entre le localisateur, l’ADN et la machinerie basale (Ptashne et Gann, 
1997; Ptashne et Gann, 1998). De manière similaire à ‘l’enhanceosome’, la localisation des 
différents partenaires dépend de leur coopérativité de fixation sur l’ADN. Ainsi, une protéine 
A peut être dirigée vers un site de faible affinité par interactions simultanées avec l’ADN et 
une protéine B. La protéine B localise la protéine A en augmentant la concentration locale de 
cette protéine à proximité de son site. 
Ce principe de spécificité par localisation est aussi utilisé dans les mécanismes de 
transduction du signal (Ptashne et Gann, 1998). Par exemple, en interagissant avec un ligand, 
un récepteur va transmettre le signal en recrutant différentes kinases. Comme pour les 
activateurs transcriptionnels, la spécificité de la réponse, c’est-à-dire quelle kinase va être 
phosphorylée, est déterminée par un simple jeu d’interactions protéiques différentielles 
(Pawson et Nash, 2000). 
 Les concepts et les travaux que je viens d’aborder lèvent un voile sur les mécanismes 
moléculaires qui régulent la spécificité cellulaire. Cependant de nombreuses zones d’ombre 
existent encore. Par exemple, quels rôles précis jouent les modifications post-traductionnelles 
des facteurs de transcription dans l’assemblage des complexes multi-protéiques ? Dans le 
même ordre d’idée, un facteur de transcription appartient souvent à une grande famille de 
protéines dont les membres sont parfois très proches dans leur structure et leur fonction. Dans 
ce contexte, où commence la spécificité et où s’arrête la redondance fonctionnelle, sans 
oublier l’épissage alternatif qui peut générer plusieurs isoformes d’une même protéine. Enfin, 
 
Tableau I-1 : Les acteurs principaux de la régulation transcriptionnelle d’après Lee et Young, 2000. En dehors 
des facteurs de transcription, les cinq grandes familles requises pour l’initiation de la transcription sont 
représentées. Par soucis de simplicité, seuls quelques exemples sont donnés. TAF : TBP Associated Factor, 
PCAF : P300/CPB Associated Factor, CBP : CREB Binding Protein, SRC-1 : Steroid Receptor Coactivator 1, 
TIF-2 : Transcriptional Intermediary Factor 2, GRIP1 : Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1, ACTR : 
ACtivator of the Thyroid and Retinoic acid receptor, HDAC : Histone DéACétylase ; NcoR : Nuclear receptor 
CoRepressor; SMRT : Silencing Mediator for Retinoic acid receptor and Thyroid hormone receptor; HAT : 
Histone Acetyl Transferase; SAGA : Spt, Ada, and Gcn5 Acetyltransferase; ACF : ATP utilizing Chromatin 
assembly and remodelling Factor, CHRAC : CHromatin Accessibility Complex, SRB : Suppressors of RNA 
polymérase B ; SMCC : SRB/MED Containing Cofactor; TRAP : TR-Associated Protein, DRIP : vitamin D3 
Receptor Interacting Protein, ARC : Activator Recruited Cofactor, NAT : Negative regulator of Activated 
Transcription, MED : MEDiator 
 
Protéines Organisme Commentaires
Les enzymes qui modifient les histones de manière covalente
Acétylation
Gcn5 Levure
TAFII250 Homme
PCAF
CBP/P300
SRC-1
ACTR
Homme
Homme
Homme
Homme
Répression par déacétylation des histones
Co-activateur transcriptionnel
Sous-unité du facteur TFIID
Co-activateur transcriptionnel apparenté à Gcn5
Co-activateur transcriptionnel
Déacétylation
Co-activateur des récepteurs nucléaires incluant TIF2/GRIP1
Co-activateur de la famille SRC
HDAC1 à 5
HDAC1 à 8
Souris
Homme Association avec N-CoR/SMRT et facteurs de transcription
ACF
CHRAC
Facteurs
Complexes 
Swi/Snf
ISWI
TFIIE
TFIIH
Polymérase II
TFIID
TFIIA
TFIIB
Commentaires
Activité ATPase, gros complexe >1MDa. Conservé chez l'Homme
Activité ATPase. Famille comprenant ISW1, ISW2, NURF, ACF, CHRAC
Les facteurs de remodellage de la chromatine
Organisme
Levure
Levure
Plutôt répresseur
Apparenté à CRSP. Conservé chez la souris
Activité ATPase. Conservé chez l'Homme
Activité ATPase et topoisomérase II
L'ARN polymérase II et ses facteurs associés (GTF)
Commentaires
Drosophile
Drosophile
TFIIF
MED Homme
Complexes
SRB/Mediator
TRAP/SMCC
DRIP
ARC
CRSP
NAT
Organisme
Levure
Homme
Homme
Homme
Homme
Homme
Commentaires
Nombreuses sous-unités. Lien entre les activateurs et la machinerie basale
Plutôt activateur
Co-facteur du récepteur à l'hormone thyroïdienne ainsi qu'à la vitamine D3
Co-activateur de VP16 et Sp1. Très similaire à TRAP/SMCC/DRIP
Sous-complexe de SRB/MED
12 sous-unités (RPB1 à RPB12)
TBP qui reconnaît la boîte TATA + nombreux facteurs accessoires (TAF)
Impliqué dans la stabilisation du complexe TBP-ADN
Sélection du site d'initiation
Stabilisation du complexe de pré-initiation (PIC)
Interactions avec TFIIH
Contient sous-unités comme ERCC avec activité ADN hélicase
Complexes co-activateurs
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l’identification de l’ordre chronologique des différents événements est essentielle pour les 
replacer dans un système qui est par nature dynamique. 
 
I-2 Les Acteurs 
 
 I-2-1 Revue d’effectifs 
 Le contrôle transcriptionnel fait intervenir une multitude d’acteurs qui possèdent 
chacun leurs propres caractéristiques. Il existe a priori six grandes familles de facteurs requis 
pour l’initiation de la transcription : (1) les enzymes qui modifient de manière covalente les 
histones, (2) les enzymes qui altèrent la structure de la chromatine de manière ATP-
dépendante, (3) les facteurs transcriptionnels généraux (GTF) afférents et (4) le complexe 
enzymatique directement responsable de la synthèse de l’ARN, (5) les complexes qui font le 
lien entre la machinerie basale et les autres régulateurs, et enfin (6) les facteurs de 
transcription séquence-spécifiques. Quelques exemples sont présentés dans le tableau I-1. Il 
existe d’innombrables combinaisons d’association, selon la nature ou l’état de la cellule, qui 
donnent naissance à une multitude de complexes (Lee et Young, 2000). Ces complexes sont 
souvent très larges (>1MDa) et constitués de plusieurs sous-unités, ce qui permet une variété 
de surface d’interactions qui est à la base de la diversité. Encore une fois, ce sont tous ces 
arrangements qui vont permettre à un seul complexe d’intégrer les différents signaux de 
régulation, suivant toujours le même processus, pour aboutir à une réponse appropriée. La 
diversité mais aussi la complexité sont d’autant plus grandes que tous ces personnages 
dialoguent en permanence les uns avec les autres et s’influencent mutuellement (Figure I-5). 
 Après une brève description de chaque acteur, j’évoquerai les dernières avancées 
issues des nombreux travaux sur les récepteurs nucléaires (Dilworth et Chambon, 2001) et 
‘l’enhancer’ de l’INFβ  (Urnov et Wolffe, 2001). Il s’en dégage de manière remarquable un 
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modèle d’initiation de la transcription séquentiel et ordonné qui permet d’organiser petit à 
petit les différents personnages les uns par rapport aux autres (Figure I-6). 
 
 
 
Figure I-5 : Les différents complexes participant à l’activation transcriptionnelle d’après Wu et Hampsey, 1999. 
Dans ce schéma, des facteurs de transcription (A1, A2 et A3) se fixent sur leurs éléments de réponse et 
interagissent directement avec des co-activateurs et/ou des sous-unités de la machinerie basale incluant l’ARN 
polymérase et les facteurs accessoires (GTFs). Les co-activateurs indiqués sont Swi/Snf (remodelage de la 
chromatine), SAGA (activité HAT), SRB/MED (médiateur) ainsi que les sous-unités du complexe TFIID (TBP 
et TAFs). La nature modulaire des complexes SAGA et SRB/MED est représentée par plusieurs sous-unités. Le 
complexe SRB/MED interagit directement avec l’ARN polymérase II pour former l’holoenzyme. 
 
I-2-2 La barrière chromatinienne 
La première barrière transcriptionnelle dépend directement de l’organisation du 
génome dans la cellule. En effet, pour que la taille du génome eucaryote concorde avec les 
limites physiques du noyau, l’ADN adopte une structure particulière condensée appelée 
chromatine dont la particule élémentaire est le nucléosome. Cette compaction de l’ADN est 
souvent associée à une inhibition de la transcription puisqu’en général elle ne permet pas 
l’accessibilité des régions promotrices aux facteurs de transcription et à l’ARN polymérase 
(Urnov et Wolffe, 2001). Le concept de ‘spécificité par localisation’ (Ptashne et Gann, 1998), 
implique qu’un facteur qui est capable d’inhiber ou de faciliter l’accessibilité de la machinerie 
basale sur un promoteur joue obligatoirement un rôle dans la régulation des gènes. 
A1 A2
A3
TATA
SWI/SNF SAGA SRB/MED
TAFs
TBP
TFIID
ARN polymérase II
GTFs
Eléments enhancers Promoteur
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L’état condensé de la chromatine ne permet pas l’accessibilité des promoteurs au 
complexe de pré-initiation. Il faut donc que la chromatine soit remodelée (décondensation) 
afin de permettre l’assemblage des complexes transcriptionnels. Cette responsabilité est 
assurée par deux classes d’enzymes : (1) les enzymes qui acétylent de manière covalente les 
histones (par exemple CBP) et (2) les enzymes qui remodèlent la chromatine de manière 
ATP-dépendante (par exemple Swi/Snf). Il existe en effet une excellente corrélation entre 
l’acétylation des queues N-terminales des histones, la décondensation de la chromatine et 
l’activité transcriptionnelle. Inversement, la déacétylation des histones (activité HDAC), la 
condensation de la chromatine et la répression de la transcription sont liées. 
En détruisant la structure compactée de la chromatine, l’acétylation des histones régule 
l’accessibilité des séquences ADN reconnues par les facteurs de transcription et la machinerie 
basale. L’acétylation détruit l’association des histones avec l’ADN par neutralisation des 
résidus lysines chargés positivement, phénomène qui décroît leur affinité pour l’ADN et les 
nucléosomes adjacents (Urnov et Wolffe, 2001). Ces modifications covalentes sont sous le 
contrôle de complexes multi-enzymatiques qui portent une activité Histone Acétyl-
Transférase (HAT). Le processus inverse (déacétylation des histones et condensation de la 
chromatine) est assuré par des complexes à activité Histone Dé-Acétylase (HDAC). Il existe a 
priori trois modalités de fonctionnement : (1) ces complexes sont directement incorporés dans 
la machinerie transcriptionnelle, elle-même localisée aux promoteurs par les facteurs de 
transcription, (2) ces complexes sont apportés séparément à l’ADN par ces mêmes facteurs de 
transcription ou (3) ils fonctionnent de manière constitutive dans la cellule. Ces activités HAT 
ou HDAC fonctionnent souvent de concert avec les enzymes qui remodèlent la chromatine. 
Dans ce dernier cas, le mécanisme général impliquerait plutôt une altération directe de l’ADN 
(torsion qui provoquerait un déplacement des nucléosomes) via une activité hélicase ATP-
dépendante (Varga-Weisz, 2001). Ces processus apparaissent comme une étape essentielle de 
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la régulation des gènes, puisque les acteurs impliqués, sont par principe, avec les facteurs de 
transcription, les premiers à ‘monter sur scène’. 
 
I-2-3 La machinerie transcriptionnelle basale 
 La synthèse des ARN messagers codant les protéines est gouvernée par l’assemblage 
d’un complexe multi-protéique constitué de l’ARN polymérase II et d’une batterie de facteurs 
généraux (GTFs) qui inclut les facteurs TFIID (comprenant la TBP et les TAF), TFIIA, 
TFIIB, TFIIF, TFIIE et TFIIH (Tableau I-1). Ces facteurs forment le complexe de pré-
initiation (PIC) qui va reconnaître le promoteur au niveau de la boîte TATA et ainsi 
déterminer le site d’initiation de la transcription (Figure I-5). Les nombreux travaux visant à 
purifier les différents composants de ce complexe ont suggéré que le processus d’assemblage 
était séquentiel et ordonné (Lee et Young, 2000). Cependant, la récente identification de 
plusieurs complexes appelés co-activateurs ou médiateurs (Wu et Hampsey, 1999), a remis au 
goût du jour l’existence éventuelle d’un complexe transcriptionnel pré-assemblé appelé 
holoenzyme. Ces complexes médiateurs d’abord identifiés chez la levure, comme SRB/MED 
(‘Suppressors of RNA polymerase B/MEDiator’), faciliteraient les interactions entre les 
facteurs de transcription séquence-spécifique et la machinerie basale (Wu et Hampsey, 1999). 
De manière remarquable, il apparaît que différents facteurs de transcription sont capables 
d’interagir avec les mêmes complexes médiateurs (Kingston, 1999). En effet, quatre de ces 
complexes appelés TRAP, DRIP, ARC et SMCC ont été identifiés de manière indépendante 
mais partagent de nombreuses similitudes (Kingston, 1999). Ces complexes multi-protéiques 
sont composés de nombreuses sous-unités identiques. Ce sont certainement les quelques 
différences entre chacune qui leur permettent de sélectionner tel ou tel facteur de 
transcription. On voit encore ici qu’une grande diversité peut être assurée avec peu d’acteurs 
(dans le cas des complexes médiateurs environ 40 à 50 sous-unités) par simple assortiment 
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différentiel. Le niveau d’efficacité et de spécificité transcriptionnelle est donc sous l’influence 
de la présence de tel ou tel facteur et peut-être à tout moment commuté en réponse aux 
modifications de l’environnement. Les différentes sous-unités protéiques impliquées sont au 
moins aussi larges et complexes que la machinerie traductionnelle et présentent des surfaces 
d’interaction assez vastes qui permettent ainsi d’assurer une grande diversité (Lee et Young, 
2000). 
  
 I-2-4 Les facteurs de transcription 
Les facteurs de transcription sont les acteurs principaux de la régulation des gènes. 
Leur nature modulaire, en général un domaine de liaison à l’ADN couplé à un ou plusieurs 
domaines activateurs ou répresseurs, font d’eux d’excellents intermédiaires entre les enzymes 
modificatrices de la chromatine, la machinerie basale et les autres complexes. Ils permettent la 
sélectivité et la spécificité de la réponse en se fixant sur leurs éléments régulateurs et assurent 
en retour l’activation ou la répression de la transcription par recrutement des complexes cités 
plus haut. La formation de complexes multi-protéiques permet une fixation coopérative dont 
la spécificité est augmentée selon la nature et la diversité des interactions protéiques et 
protéines-ADN. Ces processus permettent ainsi à un facteur de transcription de reconnaître 
des séquences ADN uniquement en présence de partenaires adéquats. 
Ces facteurs sont donc capables d’activer ou de réprimer la transcription en facilitant 
l’accessibilité de l’ARN polymérase aux régions promotrices par leur association directe avec 
des complexes HAT. Tout se passe comme si ils jouaient le rôle de jalons ou de localisateurs 
le long de l’ADN et indiquaient directement à la machinerie transcriptionnelle quel(s) gène(s) 
devraient être transcrits (Figure I-5). En général, un domaine dit ‘transactivateur’ recrute la 
machinerie basale via des interactions protéiques directes. Ces domaines peuvent aussi 
recruter des ‘intermédiaires’, qui en retour recrutent la machinerie basale et/ou modifient la 
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structure chromatinienne. Par extension, le concept de ‘spécificité par localisation’ (Ptashne et 
Gann, 1998) suggère intuitivement que la présence d’activateurs augmente la concentration 
locale de polymérase à proximité d’un promoteur. Les domaines dits ‘répresseurs’ induisent le 
phénomène inverse en recrutant des ‘co-répresseurs’. Toutes ces combinaisons offrent une 
large palette de possibilités d’associations qui sont à la base de la spécificité 
transcriptionnelle. 
 
 I-2-5 Vers une vision globale et séquentielle 
 Maintenant que tous les acteurs sont ‘identifiés’, encore faut-il les organiser les uns 
par rapport aux autres. Les récentes études de régulation de ‘l’enhancer’ de l’INFβ ainsi que 
les différents travaux sur les récepteurs nucléaires suggèrent un mécanisme de recrutement 
ordonné des différents complexes transcriptionnels (Dilworth et Chambon, 2001; Urnov et 
Wolffe, 2001). 
 Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription dont l’activité est régulée 
par des ligands (hormones). En absence de ligand, les récepteurs nucléaires sont généralement 
associés à des complexes répresseurs à activité histone déacétylase (HDAC) qui répriment 
l’activité basale. L’association avec un ligand permet de libérer le complexe répresseur qui va 
alors être remplacé par des co-activateurs à activité histone acétyl tranférase (HAT) (Torchia 
et al., 1998; Xu et al., 1999; Glass et Rosenfeld, 2000). De nombreux travaux ont montré que 
les récepteurs nucléaires sont capables d’interagir avec la plupart des acteurs transcriptionnels 
(Tableau I-1). Toutes ces données ont permis récemment de proposer un modèle séquentiel 
d’initiation de la transcription induite par le récepteur à l’acide rétinoïque (RAR). L’intérêt de 
ce modèle est qu’il propose une organisation en 7 étapes en ordonnant les différents 
complexes les uns par rapport aux autres (Figure I-6) (Dilworth et Chambon, 2001). 
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Figure I-6 : Modèle séquentiel d’assemblage du complexe d’initiation de la transcription pour l’hétérodimère 
RAR/RXR d’après Dilworth et Chambon, 2001. Etape 1 : Fixation de RAR/RXR sur son élément de réponse 
indépendamment du ligand. Etape 2 : Remodelage de la chromatine par le complexe ISWI qui permet une 
meilleure association RAR/RXR/ADN. Etape 3 : Recrutement des co-activateurs (p300/CBP par exemple) 
dépendant du ligand. Ceci provoque l’acétylation des histones via l’activité HAT des co-activateurs. Etape 4 : Le 
déplacement des co-activateurs permettrait le recrutement du complexe médiateur SMCC. Etape 5 : Recrutement 
de l’ARN polymérase par le complexe SMCC. Etape 6 : Recrutement du complexe Swi/Snf. Etape 7 : Le 
remodelage final de la chromatine par Swi/Snf permet l’assemblage final du complexe transcriptionnel et permet 
l’initiation de la transcription. 
 
 L’étape initiale commence par la fixation du récepteur sous forme de dimère sur son 
élément de réponse (Figure I-6). Dans le contexte chromatinien, cette fixation est faible et 
transitoire (Dilworth et al., 2000). Cette reconnaissance permet certainement de mieux 
localiser la région qui doit être transcrite et ainsi ‘indiquer le point de rendez-vous’. Le 
recrutement du complexe de remodelage de la chromatine ISWI permet alors une meilleure 
association entre le récepteur nucléaire et son élément de réponse (Figure I-6, étape 2). Ces 
deux premières étapes ne semblent pas requérir la présence du ligand (Dilworth et al., 2000; 
Dilworth et Chambon, 2001). L’étape suivante consisterait dans le recrutement dépendant du 
ligand des co-activateurs à activité HAT comme la protéine p300/CBP. Ces co-activateurs 
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vont en retour acétyler les histones et ainsi permettre à la machinerie transcriptionnelle basale 
de rentrer dans la danse. Ce recrutement peut être direct ou nécessiter une étape 
supplémentaire qui implique la présence d’un complexe médiateur comme SMCC (Figure I-6, 
étape 4). En conclusion d’expériences in vitro qui montrent que le co-activateur p160 entre en 
compétition avec des sous-unités de SMCC pour l’interaction avec le récepteur nucléaire 
(Rachez et al., 2000), les auteurs du modèle suggèrent l’existence d’un mécanisme d’échange 
de partenaire (Dilworth et Chambon, 2001). Néanmoins, la présence du complexe SMCC va 
soit permettre de recruter l’ARN polymérase sur son promoteur, qui peut alors initier la 
transcription en coopération avec les facteurs généraux transcriptionnels, soit nécessiter 
encore une fois l’activité de remodelage de la chromatine, cette fois par l’intermédiaire du 
complexe Swi/Snf (Figure I-6, étapes 5 à 7). 
 Ce modèle représente un mécanisme cohérent d’activation transcriptionnelle induite 
par les récepteurs nucléaires (Dilworth et Chambon, 2001). Il est très similaire à celui proposé 
pour la régulation de ‘l’enhancer’ de l’INFβ (Urnov et Wolffe, 2001). L’ordre des événements 
reste bien sûr à confirmer, et doit être remis dans un contexte in vivo. Un gros travail reste à 
faire pour intégrer les voies de signalisation qui régulent en amont l’activation des complexes 
mis en jeu. Les récents travaux sur l’INFβ ont ainsi montré que l’acétylation différentielle de 
la protéine HMGI(Y) pouvait favoriser (résidu K75) ou au contraire inhiber (résidu K68) 
l’activation de ‘l’enhancer’ (Munshi et al., 2001). Chaque événement influençant le suivant, 
c’est sans doute l’addition de tous les mécanismes (voies de signalisation, modifications post-
traductionnelles, choix du facteur de transcription, architecture chromatinienne de la région à 
transcrire, choix des co-activateurs), qui est à l’origine de la spécificité. 
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I-3 Et nous dans tout cela !… 
 
 L’existence de famille de facteurs de transcription qui partagent des domaines de 
liaisons à l’ADN très conservés ainsi que des séquences cibles très similaires engendre un 
paradoxe dans le contrôle transcriptionnel. Comment des protéines apparentées assument-
elles des rôles spécifiques dans la régulation des gènes ? Une partie de la réponse a été 
évoquée dans cette introduction. La spécificité fonctionnelle est en partie assurée par un 
contrôle combinatoire qui est sous la dépendance de multiples mécanismes de régulation : 
expression tissu-spécifique, auto-inhibition, modifications post-traductionnelles, partenaires 
différentiels. Nous allons maintenant découvrir plus en détails ces mécanismes au travers de 
l’étude des facteurs de transcription de la famille ETS. Nous verrons en particulier que cette 
famille offre un modèle remarquable pour l’étude de la spécificité. Les protéines ETS sont en 
effet potentiellement sous l’influence de tous les mécanismes que nous venons de décrire. 
 
 Dans ce contexte, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux propriétés 
spécifiques des protéines ERG à l’intérieur de la famille ETS. Pour cela, nous avons étudié les 
capacités de ces protéines à transactiver et à interagir in vitro avec d’autres facteurs, en 
particulier l’hétérodimère FOS/JUN, afin de caractériser les différents domaines fonctionnels 
impliqués. 
 Cette thèse s’articule autour de deux grandes parties et se présente comme une pièce 
de théâtre en trois actes. Pour chaque partie, une introduction replace les données acquises sur 
les membres de la famille ETS en général en insistant sur leurs propriétés communes et 
individuelles. La première partie concerne l’étude des rôles biologiques et pathologiques des 
facteurs ETS ainsi que leurs propriétés en tant que facteurs de transcription. Nos premiers 
travaux visant à caractériser les domaines fonctionnels des protéines ERG seront présentés 
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sous la forme d’un article publié dans Oncogene. La deuxième partie s’articule autour des 
mécanismes moléculaires qui régulent l’activité des protéines ETS en s’attachant tout 
particulièrement à l’importance des partenaires transcriptionnels de la famille ETS pour la 
régulation de leurs activités. Nos résultats concernant la mise en évidence des mécanismes 
moléculaires gouvernant l’assemblage du complexe ERG-JUN/FOS-ADN seront présentés 
sous la forme de deux articles, un article publié dans The Journal of Biological Chemistry et 
un article de revue soumis pour publication. Enfin, nous terminerons ce mémoire par une 
conclusion générale qui proposera une synthèse du mode de fonctionnement de la famille ETS 
intégrée dans un contexte plus général. 
 
 Que le rideau se lève. 
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CHAPITRE II 
 
ACTE I : LES PROTAGONISTES 
 
II-1 Le jeu des 13 familles 
 
II-1-1 Présentation de la famille ETS 
II-1-1-1 Photo de famille 
La famille des gènes ETS code des facteurs de transcription que l’on retrouvent dans 
tous les phylums animaux depuis les Métazoaires jusqu’à l’Homme (Laudet et al., 1999). 
Cette large représentation suggère qu’ils exercent des fonctions cellulaires essentielles 
maintenues au cours de l’évolution. Chez la Drosophile par exemple, ils participent à la 
métamorphose induite par les ecdystéroïdes, le développement des photorécepteurs ou encore 
l’ovogenèse (Hsu et Schulz, 2000). Chez Caenorhabditis elegans, ils interviennent dans la 
différenciation cellulaire lors de la morphogenèse vulvaire (Hart et al., 2000b). Chez le 
Xénope, les facteurs ETS participent à la maturation ovocytaire alors qu’ils exercent leurs 
fonctions, chez les Mammifères, dans des processus aussi divers que la différenciation 
hématopoïétique, l’apoptose ou la morphogenèse (Maroulakou et Bowe, 2000). 
Le ‘label ETS’ est défini par la présence d’un domaine très conservé d’environ 85 
acides aminés, appelé domaine ETS (Figure II-1). Ce domaine confère aux protéines la 
capacité de lier l’ADN sur une séquence consensus riche en purines centrée sur le motif 5’-
GGAA/T-3’ afin d’y exercer leur activité de contrôle transcriptionnel (Graves et Petersen, 
1998). En concordance avec leurs fonctions cellulaires, les facteurs ETS sont capables de 
contrôler l’expression de très nombreux gènes : des gènes codant des enzymes de dégradation 
de la matrice extracellulaire (comme la stromélysine-1 (MMP-3), la collagénase-1 (MMP-1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-1 : Représentation schématique des différents membres de la famille ETS regroupés en 13 familles sur 
la base d’analyses phylogénétiques d’après Laudet et al., 1999. Les facteurs ETS de mammifères ainsi que le 
représentant YAN de Drosophile sont indiqués. Les facteurs ETS sont alignés sur le domaine de liaison à l’ADN 
(ETS en rouge). Certains facteurs possèdent également un deuxième domaine conservé appelé POINTED 
(SAM/PNT en rose). Dans la mesure du possible, sont signalés les différents noms connus de certains facteurs. 
L’échelle en acides aminés est indiquée en haut de la figure. 
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ou l’activateur du plasminogène (uPA)) (Trojanowska, 2000), des cytokines comme 
l’interleukine-2 (Bassuk et Leiden, 1997), des récepteurs impliqués dans les voies de 
signalisation des cellules T et B (sous-unités α et β du récepteur T (TCRα et TCRβ), les 
différentes chaînes des immunoglobulines (Igλ, Igκ, IgH, Igα (mb-1)), des protéines 
impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire ou l’apoptose comme FOS, MYC, p53, RB ou 
BCL-2 (Bassuk et Leiden, 1997; Sementchenko et Watson, 2000). De plus, certains, voire 
tous les facteurs ETS, constituent eux-mêmes des cibles pour les cascades de phosphorylation 
déclenchées par les stimuli extérieurs régulant la différenciation ou la prolifération cellulaires 
(Yordy et Muise-Helmericks, 2000). Cette diversité de fonctions fait des facteurs ETS un 
modèle particulièrement pertinent pour l’étude des différents mécanismes d’action spécifiques 
des facteurs transcriptionnels. 
 
 II-1-1-2 Les protéines ETS : un paradoxe pour la spécificité 
 Les propriétés intrinsèques des protéines ETS soulèvent clairement un paradoxe quant 
à leur spécificité de fonction. En vertu de la grande conservation du domaine ETS, les 
différents membres de la famille sont potentiellement capables de fixer la même séquence 
consensus. Des études de sélection de sites in vitro ont en effet montré que plusieurs protéines 
ETS reconnaissaient des séquences ADN très similaires (Graves et Petersen, 1998). Des 
variations sont observées dans les résidus sélectionnés autour du cœur 5’-GGA-3’ qui 
pourraient en partie contribuer à une certaine spécificité. Il existe néanmoins une prodigalité 
considérable dans la capacité des protéines ETS à fixer des sites communs (Graves et 
Petersen, 1998). 
 La complexité est d’autant plus grande que de nombreux facteurs ETS se retrouvent 
co-exprimés dans les mêmes tissus. Par exemple, les cellules B et T matures expriment au 
moins 7 membres différents (Anderson et al., 1999). On dénombre aujourd’hui environ 30 
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protéines ETS chez les Mammifères (Figure II-1), nombre qui dépasse 70 lorsque l’on inclut 
les isoformes issues de chaque gène, ainsi que les multiples ‘séquences’ apparentées à la 
famille ETS et identifiées dans les banques de données (Schultz et al., 2000). Toutes ces 
observations illustrent donc la nécessité pour la famille ETS de disposer d’une batterie de 
mécanismes permettant de distinguer de manière fonctionnelle le rôle de chacun. 
 Ce premier acte va d’abord brosser un rapide historique de la famille ETS et insister 
sur les nombreux rôles biologiques connus qu’elle joue lors du développement embryonnaire 
et chez l’adulte. Nous rentrerons ensuite dans les détails en présentant les caractéristiques 
individuelles de chacun des membres ainsi que leurs nombreux points communs. Une 
attention particulière sera apportée sur les différents domaines protéiques fonctionnels qui ont 
pu être identifiés à l’intérieur de la famille. Un exemple concret sera donné avec nos 
premières études portant sur la caractérisation des protéines ERG. Les mécanismes régulant la 
fonction des protéines ETS seront eux analysés dans l’acte II. Nous terminerons par la 
présentation d’un modèle général de fonctionnement des protéines ETS. 
 
 II-1-2 Dans la famille ETS, je voudrais le père 
 Notre histoire de famille commence en 1962 avec un virus. Cette année là, un 
scientifique bulgare met en évidence un nouveau rétrovirus isolé dans un cas de 
leucémogenèse aviaire spontanée qui avait la propriété d’induire une érythroblastose massive 
chez les poulets nouveau-nés suite à plusieurs passages in vivo (Ivanov et al., 1962). L’isolat, 
appelé E26 pouvait à la fois induire des leucémies érythroïdes et myéloïdes in vivo et 
transformer des fibroblastes de caille in vitro (Graf et al., 1979). C’est avec l’avènement de la 
biologie moléculaire au début des années 1980 que la structure moléculaire du virus a pu être 
identifiée (Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983). Le clonage de E26 a ainsi révélé qu’il 
possédait une structure rétrovirale tripartite classique gag-pol-env dont une partie se retrouvait 
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remplacée par une séquence dérivée de deux gènes cellulaires : l’un correspondant au gène 
Myb déjà identifié dans le rétrovirus AMV (‘Avian Myeloblastosis Virus’) (Radke et al., 
1982) et l’autre encore inconnu appelé Ets (pour ‘E twenty-six’) en référence au nom du 
rétrovirus (Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983). L’utilisation d’une sonde élaborée à 
partir de la séquence virale a permis l’identification de son homologue cellulaire c-Ets-1 chez 
le poulet (Leprince et al., 1983). Ce proto-oncogène est à l’origine de deux ARN messagers 
qui sont générés par épissage alternatif de la région 5’ et codent deux isoformes appelées 
p54c-Ets-1 et p68c-Ets-1 (Leprince et al., 1988). C’est la forme p68c-Ets-1 qui est la contrepartie 
cellulaire du produit du gène Ets viral. Le fondateur d’une future grande famille venait d’être 
identifié. 
L’ARN du rétrovirus E26 code une protéine de fusion de 135 kDa (p135Gag-Myb-Ets) qui 
est retrouvée dans les cellules transformées au niveau nucléaire (Boyle et al., 1984). Cette 
protéine conserve les domaines de liaison à l’ADN et les domaines transactivateurs respectifs 
des deux portions protéiques MYB et ETS. Cette particularité lui donne le potentiel 
d’interagir avec de multiples éléments promoteurs. La contribution des deux segments a été 
étudiée in vitro et in vivo. In vitro, v-Myb, mais pas v-Ets, a la capacité de transformer des 
cellules myéloïdes, alors que les deux génèrent des cellules érythroïdes à faible potentiel de 
renouvellement (Metz et Graf, 1991a). Ces cellules immatures peuvent se différencier en 
myéloblastes et éosinophiles en réponse aux esters de phorbol (TPA) ou à l’oncogène RAS 
(Graf et al., 1992). In vivo, les deux fragments pris individuellement sont incapables de 
provoquer une leucémie myéloïde ou érythroïde (Metz et Graf, 1991b). Par contre la co-
injection de virus codant séparément les deux gènes aboutit à une leucémie érythroïde chez le 
poulet très proche de celle engendrée par le virus initial E26 (Metz et Graf, 1991b). De 
manière remarquable, l’analyse des cellules transformées a révélé qu’elles contenaient des 
virus recombinants portant de nouveau la fusion Myb-Ets. Ces données suggèrent fortement 
 
Gène Protéine Définition Organisme Références 
Ets-1 ETS1 E Twenty Six-1 Homme/Souris (Watson et al., 1988) 
Ets-2 ETS2 E Twenty Six-2 Homme/Souris (Watson et al., 1988) 
Er71 ER71 Ets Related 71 Souris (Brown et McKnight, 1992) 
Gabpα GAPBα GA Binding Protein Souris (LaMarco et al., 1991; Thompson et al., 1991) 
Pea3/E1af/Etv4 PEA3 Polyomavirus Enhancer A binding protein 3 Souris/Homme (Xin et al., 1992; Higashino et al., 1993) 
Erm/Etv5 ERM Ets Related Molecule Homme (Monté et al., 1994) 
Er81/Etv1 ER81 Ets Related 81 Souris/Homme (Brown et McKnight, 1992; Jeon et al., 1995) 
Erg ERG Ets Related Gene Homme (Rao et al., 1987; Reddy et al., 1987; Duterque-Coquillaud et al., 1993) 
Fli-1 FLI-1 Friend Leukemia Integration-1 Souris (Ben-David et al., 1990) 
Fev FEV Fith Ets Variant Homme (Peter et al., 1997) 
Erf ERF Ets-2 Repressor Factor Homme (Sgouras et al., 1995) 
Pe1/Etv3 PE1 PU-Ets related 1 Homme/Souris (Klemsz et al., 1994; Bidder et al., 2000) 
Elk-1 ELK1 Ets LiKe-1 Homme (Rao et al., 1989) 
Sap1/Elk4 SAP1 SRF Accesory Protein-1 Homme (Dalton et Treisman, 1992) 
Sap2/Elk3/Net/Erp NET New ETs factor Souris (Giovane et al., 1994; Lopez et al., 1994) 
Pdef PDEF Prostate-Derived Ets Factor Homme (Oettgen et al., 2000) 
Elf1 ELF1 E74-Like Factor 1 Homme (Leiden et al., 1992) 
Mef MEF Myeloid Elf-1-like Factor Homme (Miyazaki et al., 1996) 
Nerf/Elf2 NERF New Ets-Related Factor Homme (Oettgen et al., 1996) 
Ese1/Esx/Elf3/Jen/Ert ESE1 Epithelium-Specific Ets 1 Homme/Souris (Andreoli et al., 1997; Oettgen et al., 1997; Tymms et al., 1997) 
Elf5/Ese2 ESE2 Epithelium-Specific Ets 2 Souris/Homme (Zhou et al., 1998; Oettgen et al., 1999) 
Ehf/Ese3 ESE3 Epithelium-Specific Ets 3 Souris/Homme (Bochert et al., 1998; Kas et al., 2000; Tugores et al., 2001) 
Tel/Etv6 TEL Translocated Ets Leukemia Homme (Golub et al., 1994) 
Tel2 TEL2 Translocated Ets Leukemia-2 Homme (Poirel et al., 2000; Potter et al., 2000; Gu et al., 2001) 
Pu1/Spi-1 PU1 Purine rich/SFVV Proviral Integration 1  Souris (Moreau-Gachelin et al., 1988; Klemsz et al., 1990) 
Spi-b SPI-B SFVV Proviral Integration B Homme (Ray et al., 1992) 
Spi-c SPI-C SFVV Proviral Integration C Souris (Bemark et al., 1999) 
 
Tableau II-1 : Les gènes Ets chez les Mammifères. La correspondance des initiales est donnée. La découverte chez l’Homme et/ou la Souris est précisée et les articles 
de références sont donnés. Ce tableau est complémentaire de la Figure II-1. 
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que la fusion des deux oncogènes est un pré-requis pour la leucémogénèse (Metz et Graf, 
1991b). Des travaux postérieurs sont venus confirmer cette hypothèse et semblent indiquer 
que le gène v-Ets est requis pour inhiber la différenciation érythroïde et qu’il jouerait aussi un 
rôle dans la différenciation éosinophile et myéloïde (Domenget et al., 1992; Rossi et al., 
1996). Cependant, le ou les mécanismes impliqués dans la transformation ne sont pas encore 
définitivement identifiés (Blair et Athanasiou, 2000). 
 
 II-1-3 Une belle descendance 
 Depuis la découverte de l’oncogène v-Ets-1 dans le rétrovirus E26 (Leprince et al., 
1983; Nunn et al., 1983) la famille c’est beaucoup agrandie. On dénombre aujourd’hui une 
trentaine de membres chez les Mammifères (Figure II-1). Les analyses phylogénétiques ont 
permis de classer les facteurs ETS en 13 familles selon leurs similitudes dans le domaine 
ETS, sa position relative dans la protéine concernée et l’existence éventuelle d’autres 
domaines structuraux ou fonctionnels spécifiques (Figure II-1). 
Dès 1985, apparaît Ets-2 d’abord chez le Poulet (Watson et al., 1985) puis quelques 
années plus tard chez la Souris et l’Homme (Watson et al., 1988). L’histoire d’amour entre les 
gènes Ets, les virus et l’hématopoïèse est à l’origine de deux autres bambins. C’est en effet 
l’étude des virus impliqués dans la leucémie de Friend chez la souris (F-MuLV pour ‘Friend 
Murine Leukemia Virus’ et SFFV pour ‘Spleen Focus Forming Virus’) qui ont permis 
d’identifier le gène Spi-1 (‘SFFV Proviral Integration-1’) et Fli-1 (‘Friend Leukemia 
Integration-1’) (Moreau-Gachelin et al., 1988; Ben-David et al., 1991). Les naissances n’ont 
pas cessé depuis 1983 et dans certains cas la paternité est partagée (Poirel et al., 2000; Potter 
et al., 2000; Gu et al., 2001). Un aperçu des gènes identifiés chez les Mammifères est présenté 
dans le tableau II-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau II-2 : Les facteurs de transcription impliqués dans l’hématopoïèse d’après Rothenberg et al., 1999et Orkin, 2000 . Seuls les principaux facteurs sont indiqués. Le 
rôle des facteurs ETS est détaillé dans le tableau II-3. Les flèches indiquent si l’expression forcée du facteur favorise ou s’oppose à la différenciation de la lignée citée. 
Cette surexpression se réfère aux conséquences de l’expression ectopique du facteur indiqué ou du phénotype des souris transgéniques. Le point d’interrogation représente 
l’absence de données. Les abréviations sont celles utilisées dans la Figure II-2. Eryth : Erythroïde, Mégac : Mégacaryocyte, Eos : Eosinophile, Baso : Basophile. ZF : 
‘Zinc Finger’ ; bZIP : ‘basic ZIPer’, bHLH : ‘basic Helix-Loop-Helix’.  
 
 
 
 
 
 
 
Facteur Famille Patron d'expression Surexpression Phénotype des souris recombinées
GATA-1 doigts de zinc (ZF) Eryth, Mégac, Eos, Baso    Eryth, Mégac, Eos;    myéloïde blocage Eryth, Mégac
PU-1 ETS  Myéloïdes et B myéloïde absence de cellules myéloïdes, B et T
FOG-1 doigts de zinc (ZF) Eryth, Mégac, Baso Eos blocage Eryth, absence de Mégac
C/EBPα basique glissière à leucines (bZIP) Myéloïdes et Eos Eos pas de neutrophiles ni Eos
MafB basique glissière à leucines (bZIP) Monocyte Monocyte ?
AML1 RUNT progéniteurs hématopoïétiques ? pas d'hématopoïèse
Pax-5 domaine Paired Cellules B des lignées autres que B défauts de maturation des B
Ikaros basique glissière à leucines (bZIP) Cellules T ? absence de cellules lymphoïdes
E2A basique Hélice-Boucle-Hélice (bHLH) Cellules B ? défauts de maturation des B
EBF apparentée à HLH Cellules B ? blocage cellules B avant réarrangement des Ig
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II-2 Rôles biologiques de la famille ETS 
 
 Le terrain de jeu de la famille ETS est plutôt grand. Les facteurs ETS interviennent 
aussi bien dans la régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation hématopoïétique, 
la vasculogenèse, la migration ou encore l’apoptose. Les nombreuses études d’expression 
chez les Mammifères (Maroulakou et Bowe, 2000), les oiseaux ou les amphibiens (Remy et 
Baltzinger, 2000) ainsi que les différentes approches de recombinaison homologue ou de 
transgénèse chez la souris (Bartel et al., 2000) ont apporté beaucoup d’éléments de réponse. 
Les facteurs ETS interviennent aussi bien dans l’embryogenèse que plus tard chez l’adulte et 
régulent une mosaïque de gènes (Sementchenko et Watson, 2000). 
 
 II-2-1 L’hématopoïèse 
 II-2-1-1 Introduction 
 Le système hématopoïétique offre un précieux modèle pour comprendre comment 
l’expression différentielle d’un petit nombre de facteurs de transcription peut aboutir à une 
grande diversité de fonctions (Tableau II-2). En effet, une cellule souche hématopoïétique a 
au départ le choix de son devenir parmi une dizaine de lignées différenciées (Figure II-2). Le 
choix entre ces différentes options est d’autant plus complexe qu’il fait face au propre 
renouvellement de la cellule souche. Intuitivement, on peut penser que les mécanismes 
contrôlant ces événements doivent être plus ‘subtils’ que le ‘simple’ processus binaire (lignée 
A ou B, différenciation ou renouvellement) décrit dans d’autres systèmes comme celui de la 
différenciation musculaire (Weintraub, 1993). Dans le système hématopoïétique, un tel 
processus devrait être capable d’initier un programme donné mais n’est certainement pas 
suffisant pour indiquer à la cellule souche quel choix elle devra adopter parmi les 11 proposés 
(Figure II-2). 
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Les résultats issus des différents travaux d’inactivation de gènes, d’analyse de 
promoteurs et d’étude des profils d’expression de plusieurs facteurs de transcription lignée-
spécifiques, ont permis d’apporter quelques éléments de réponse (Sieweke et Graf, 1998; Nutt 
et al., 1999b; Rothenberg et al., 1999; Orkin, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-2 : L’hématopoïèse. Représentation schématique des différentes options offertes à une cellule souche 
hématopoïétique d’après Rothenberg et al., 1999. La flèche noire courbée représente l’option de renouvellement. 
La légende est indiquée à droite du schéma. Les deux lignées principales (lymphoïde et myéloïde) sont 
indiquées. L’embranchement des flèches représente l’existence d’une cellule pluripotente encore peu 
différenciée. La complexité est telle qu’une cellule B, une cellule dendritique ou un macrophage peuvent dériver 
de plusieurs embranchements. 
 
Il est ainsi proposé, de manière très similaire au concept ‘d’enhanceosome’ que nous 
avons déjà évoqué (Carey, 1998), que les étapes de différenciation hématopoïétique sont en 
partie définies par l’assemblage combinatoire de complexes transcriptionnels (Sieweke et 
T
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Baso : basophile/cellules mastiques 
Eos : Eosinophile 
Mégac : Mégacaryocyte (plaquettes)
Eryth : Erythrocyte 
Mac : Macrophage/Monocyte 
Neut : Neutrophile (granulocyte) 
DC : cellules dendritiques 
B : lymphocytes B 
NK : ‘Natural Killer’ 
T : lymphocytes T 
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Graf, 1998). Les échanges successifs de facteurs de transcription individuels dans un même 
complexe permettraient de progresser dans la voie de différenciation choisie, en activant les 
uns à la suite des autres les gènes spécifiques requis. L’idée sous-jacente de ce concept étant 
que le choix d’une voie de différenciation nécessite non seulement l’activation de cette voie 
mais aussi l’inhibition des voies parallèles (Orkin, 2000). Les deux exemples les plus 
frappants de cet antagonisme ont été apportés par les études fonctionnelles des facteurs Pax-5, 
Gata-1 et Pu-1. 
 
 II-2-1-2 Pax-5 et lymphocytes B 
 Le gène Pax-5 code un facteur de transcription appelé Pax-5 ou BSAP (‘B-cell-
Specific Activator Protein’) qui s’exprime exclusivement dans la lignée B (Nutt et al., 1999b). 
En absence du gène Pax-5 (souris Pax-5-/-), le développement des cellules B est bloqué dans 
le foie fœtal à des stades similaires aux souris Ebf-/- et E2a-/- (Tableau II-2). Ces mêmes 
lymphocytes ne se développent pas plus loin que le stade pré-BI dans la moelle épinière 
adulte (Urbanek et al., 1994; Nutt et al., 1997). Il y a en particulier une absence de 
recombinaison V-DJ. L’ensemble de ces travaux suggérait au départ que le gène Pax-5 n’était 
pas requis pour le choix de la lignée B mais qu’il jouait plutôt un rôle dans la maturation des 
cellules B (Nutt et al., 1999b). Cependant l’analyse approfondie du phénotype de ces souris a 
abouti à une toute autre conclusion (Nutt et al., 1999a; Rolink et al., 1999). Pax-5 est bien le 
facteur déclenchant du programme ‘cellules B’ mais d’une manière tout à fait originale. Les 
cellules pro-B Pax-5-/- ont ainsi gardé le potentiel, selon les conditions de culture, de se 
différencier en cellules lympho-myéloïdes comme des macrophages (en présence de M-CSF), 
des ostéoclastes (+TRANCE) ou encore des cellules dendritiques (+GM-CSF) (Nutt et al., 
1999a; Rolink et al., 1999). Autrement dit, Pax-5 est le facteur essentiel qui permet d’engager 
la différenciation des cellules B, en régulant positivement des gènes cellules-B spécifiques 
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comme ‘l’enhancer’ α des immunoglobulines (Mb-1), mais surtout en inhibant des gènes non-
B comme le M-CSF-R (myéloïde), Gata-1 (érythroïde) ou MPO (granulocyte). Cette 
inhibition aboutirait à la suppression des lignées alternatives à la voie B. 
 
 II-2-1-3 Répression mutuelle entre Gata-1 et Pu-1 
 Les protéines Gata-1 (ZF) et Pu-1 (ETS) sont des facteurs de transcription importants 
pour la différenciation érythroïde/mégacaryocytaire/éosinophile et myéloïde, respectivement 
(Orkin, 2000). La situation est très similaire à celle de Pax-5 sauf qu’ici Gata-1 et Pu-1 se 
répriment mutuellement afin d’assurer le bon choix de différenciation. Dans les souris 
transgéniques qui surexpriment le gène Pu-1, la différenciation des précurseurs érythroïdes est 
bloquée et s’ensuit une érythroleucémie proche de celle provoquée par le virus de Friend 
(Moreau-Gachelin et al., 1996). In vitro, les protéines Gata-1 et Pu-1 interagissent 
physiquement (Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 1999; Nerlov et al., 2000). L’association 
Gata-1/Pu-1 bloquerait la fonction de Gata-1, probablement en inhibant sa fixation à l’ADN 
(Zhang et al., 2000). Inversement Gata-1 bloquerait la fonction de Pu-1 en inhibant sa 
fonction transactivatrice (Nerlov et al., 2000) par compétition avec un cofacteur comme c-Jun 
(Zhang et al., 1999) ou CBP/p300 (Yamamoto et al., 1999; Takahashi et al., 2000). Ces 
mécanismes restent à démontrer in vivo, mais il apparaît bien ici que l’interaction croisée 
entre deux facteurs de transcription lignée-spécifique, favorise une lignée aux dépends de 
l’autre. Le choix d’un programme de différenciation est ainsi renforcé par l’action concertée 
de voies positives et antagonistes impliquant les mêmes acteurs (Orkin, 2000). Le contrôle est 
d’autant plus fin que les protéines Gata-1 et Pu-1 régulent de manière positive leurs propres 
promoteurs respectifs (Tsai et al., 1991; Chen et al., 1995). A titre comparatif, il est amusant 
de constater que la forte expression du gène Pu-1 dans des cellules B par infection rétrovirale 
(DeKoter et Singh, 2000) bloque en partie le développement de ces cellules. Là encore, il a 
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été démontré récemment in vitro, que la protéine Pu-1 était capable d’interagir avec Pax-5, 
interactions qui seraient à l’origine de leurs répressions mutuelles (Maitra et Atchison, 2000). 
 
 II-2-1-4 Famille ETS et hématopoïèse 
 Les exemples du rétrovirus E26, de la leucémie de Friend ou de la répression mutuelle 
entre Gata-1 et Pu-1 montrent bien le rôle prépondérant que joue la famille ETS dans 
l’hématopoïèse. Plus d’une centaine de gènes impliqués directement ou indirectement dans le 
développement et/ou la fonction du système immunitaire contiennent des éléments dans leurs 
promoteurs régulés in vitro ou in vivo par des membres de la famille ETS (Bassuk et Leiden, 
1997; Sementchenko et Watson, 2000). On y retrouve par exemple des gènes spécifiques aux 
cellules T (TCRα, TCRβ, IL-2), aux cellules B (Igλ, Igκ, IgH, IgJ, Igα), ou aux cellules 
myéloïdes (CSF-R, intégrine CD11b, récepteur au facteur ‘Scavenger’ (SR A), GM-CSF-R) 
(Bassuk et Leiden, 1997; Sementchenko et Watson, 2000). La plupart de ces gènes sont 
régulés par la famille ETS en partenariat avec d’autres facteurs de transcription. Cette 
propriété combinatoire est tout à fait en accord avec les concepts précédemment évoqués 
(Carey, 1998; Ptashne et Gann, 1998; Sieweke et Graf, 1998). Dire que l’implication de la 
famille ETS dans la différenciation hématopoïétique est majoritairement liée à cette propriété 
combinatoire est un pas qu’il est tentant de franchir. L’association différentielle de facteurs de 
transcription aboutissant à la formation de complexes spécifiques d’un gène ou d’un tissu, est 
un argument très fortement en faveur de la formidable plasticité du système hématopoïétique 
(Orkin, 2000). Ce processus s’accompagne d’une considérable flexibilité entre les étapes 
adjacentes de différenciation tout en ‘verrouillant’ le système au fur et à mesure de la 
progression (Sieweke et Graf, 1998). C’est ici qu’apparaissent les notions de spécification 
(acquisition réversible de l’expression de gènes spécifiques d’une lignée cellulaire) et 
d’engagement (ou ‘commitment’ : étape ultérieure de différenciation où la cellule perd 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-3 : Représentation schématique du développement hématopoïétique et endothéliale d’après Maroulakou et Bowe, 2000. 
L’expression des facteurs ETS est indiquée à tous les stades de différenciation : (+) expression faible, (++) expression modérée et (+++) 
expression élevée. Les flèches bleues indiquent l’implication des gènes Ets en tant que facteur d’engagement. 
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irréversiblement le potentiel d’expression de gènes spécifiques d’une lignée voisine). Dans le 
système hématopoïétique, les gènes de la famille Ets s’apparentent plutôt à des gènes de 
spécification même si certains arguments sont aussi en faveur d’un rôle dans l’engagement 
(Figure II-3 et Tableaux II-3, II-4). 
 Ets-1. Le gène Ets-1 s’exprime préférentiellement dans le système immunitaire adulte, 
en particulier dans le thymus (Bassuk et Leiden, 1997; Maroulakou et Bowe, 2000). Lors de 
l’embryogenèse murine, l’expression de Ets-1 est observée dans les tissus lymphoïdes ainsi 
que dans les structures vasculaires, le système nerveux, les poumons ou la peau (Kola et al., 
1993; Maroulakou et al., 1994). Les premières études d’inactivation du gène ont montré que 
Ets-1 était requis pour la maintenance et la survie des cellules lymphoïdes matures (Bories et 
al., 1995; Muthusamy et al., 1995). Afin d’étudier son rôle dans les cellules T, ces deux 
laboratoires ont utilisé le système de complémentation Rag-2 (‘Recombination-activating 
gene 2’). Le principe étant que les blastocystes Rag2-/- sont incapables de développer des 
cellules B et T matures (Chen et al., 1993). Par contre, l’injection de cellules ES permet de 
complémenter ces défauts (animaux chimériques). L’injection de cellules ES Ets-1-/- permet 
donc d’étudier spécifiquement la contribution du gène dans le développement des lignées 
lymphoïdes. Dans ce système, l’absence de Ets-1 provoque en particulier une induction de 
l’apoptose des cellules T et une augmentation du nombre de cellules plasmatiques (Bories et 
al., 1995; Muthusamy et al., 1995). Le gène Ets-1 semble aussi requis pour la différenciation 
terminale des cellules NK puisque les souris Ets-1-/- présentent un nombre significativement 
réduit de ces cellules qui, in vitro, n’ont plus d’activité cytolytique (Barton et al., 1998; 
Walunas et al., 2000). Les gènes cibles de Ets-1 dans ces cellules ainsi que les mécanismes 
aboutissant à l’arrêt de leur développement ne sont pas encore connus (Kuo et Leiden, 1999). 
Nonobstant, tous ces résultats suggèrent plutôt pour Ets-1 un rôle de facteur de spécification 
pour les lignées T, B et NK. 
 
Gène Ets inactivé Sévérité Affections Phénotype 
Ets-1       
Muthusamy et al., 1995 ; Bories et al., 1995 viable et fertile (chimère Rag-2/Ets-1) cellules T nombre réduit, hyper apoptotique, défaut d'activation du TCR 
  50% de létalité néonatale  cellules B augmentation des IgM+ 
Barton et al., 1998; Walunas et al., 2000 50% de létalité néonatale à 4 semaines cellules NK absence de différenciation terminale 
Ets-2  
Yamamoto et al., 1998 létal avant stade E8.5 extra-embryonnaire 
malformation du cône ectoplacentaire, migration anormale du 
trophoblaste, pas d'amnion ni de chorion 
Tel Wang et al., 1997 létal à E10.5-E11.5 angiogénèse du sac vitellin défaut des vaisseaux vitellins 
Wang et al., 1998 chimère Rag-2/Tel hématopoïèse adulte problème d'adressage des cellules dans la moelle osseuse 
Fli-1       
Mélet et al., 1996 viable et fertile thymus Hypocellularité 
Spyropoulos et al., 2000 létal à E12.5 mégacaryocyte, hémorragie arrêt de maturation des mégacaryocytes, hémorragie crâniale à E11, défaut de l'épithélium neuronal 
Hart et al., 2000 létal à E12.5 érythrocyte, mégacaryocyte, hémorragie 
réduction des progéniteurs érythrocytes, arrêt de maturation des 
mégacaryocytes, hémorragie crâniale 
Pu-1       
Scott et al., 1994; Scott et al., 1997 létal à E17.5-E18 
cellules B, 
monocytes/macrophages, 
neutrophiles, cellules T 
absence d'engagement 
McKercher et al., 1996; Tondravi et al., 
1997; Iwama et al., 1998 
létal après la naissance (entre 48h et 17 
jours) 
monocytes/macrophages, 
ostéoclastes, cellules T, 
neutrophiles 
arrêt de maturation des monocytes/macrophages, ostéopétrose, 
absence de cellules dendritiques, neutrophiles non fonctionnelles 
Spi-B  
Su et al., 1997 viable et fertile cellules B 
défaut de signalisation BCR, défauts du centre germinal, cellules 
B hyperapoptotiques 
Er81 Arber et al., 2000 létal après la naissance (3 à 5 semaines) motoneurones perte des connexions synaptiques des motoneurones 
Pea3 Laing et al., 2000 viable et mâle non fertile reproduction dysfonction de l'éjaculation (liée à un défaut neuronal ?) 
Net Ayadi et al., 2001 létal après la naissance (1 à 5 semaines) vasculogenèse Chylothorax, vaisseaux lymphatiques dilatés 
 
Tableau II-3 : Résumé des phénotypes observés lors des différentes inactivation des gènes Ets chez la Souris.  
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 Ets-2. Au contraire de Ets-1 dont l’expression est restreinte aux dérivées lymphoïdes, 
le gène Ets-2 s’exprime de façon beaucoup plus ubiquitaire (Maroulakou et al., 1994). Le 
gène Ets-2 s’exprime lors de l’embryogenèse aussi bien dans les bourgeons de membres ou 
les os en développement que dans des tissus épithéliaux comme les poumons, la peau ou 
l’utérus (Maroulakou et al., 1994). Au niveau hématopoïétique, Ets-2 s’exprime dans les 
cellules T, B et myéloïdes (Bassuk et Leiden, 1997; Maroulakou et Bowe, 2000). Les 
expériences de recombinaison homologue sont plutôt en faveur d’un rôle du gène Ets-2 dans 
la migration et la différenciation des cellules du trophoblaste embryonnaire qui vont former la 
vasculature extra-embryonnaire (Yamamoto et al., 1998). Les défauts observés (malformation 
du cône ectoplacentaire, défaut de migration du trophoblaste) vont en particulier fortement 
perturber l’implantation de l’embryon (Yamamoto et al., 1998). La létalité du phénotype (les 
souris meurent avant le stade E8.5) est en accord avec le rôle précoce de Ets-2 dans le 
développement. En revanche, cette mort prématurée n’est pas favorable à l’identification du 
rôle du gène Ets-2 dans l’hématopoïèse. 
 Tel/ETV6. Le gène Tel s’exprime dans de nombreux tissus dans l’embryon et chez 
l’adulte. Par Northern Blot et hybridation in situ, le gène Tel est détecté dès le stade E7.0 dans 
le sac vitellin puis dans les poumons, le foie et les reins à E12.5 (Wang et al., 1997). Les 
souris Tel-/- meurent entre E10.5-E11.5 et présentent un défaut prononcé dans l’angiogénèse 
du sac vitellin (Wang et al., 1997). L’utilisation du système Rag-2 a mis en évidence que le 
gène Tel était essentiel à l’établissement de toutes les lignées hématopoïétiques dans la moelle 
osseuse mais qu’il ne contribuait pas à l’hématopoïèse du foie fœtal (Wang et al., 1998). Le 
phénotype observé serait du à un défaut d’adressage des cellules hématopoïétiques du foie 
fœtal vers la moelle osseuse. Le gène Tel contrôlerait donc l’hématopoïèse adulte en régulant 
le micro-environnement de la moelle épinière (Bartel et al., 2000). Tous ces résultats 
suggèrent plutôt que Tel se comporte comme un facteur de spécification. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gène 
surexprimé Construction Phénotype Références 
Fli-1 
promoteur ubiquitaire 
du gène H-2Kk 
(MHC classe I) 
Insuffisance rénale chronique mortelle 
par néphropathie auto-immune 
(splénomégalie, hyperplasie des 
cellules B) 
Zhang et al., 1996 
Pu-1 
promoteur du LTR de 
SFFV (lignées 
hématopoïétiques) 
érythroleucémie après 2 à 6 mois 
(anémie, infiltration splénique et 
hématique par des érythroblastes, 
blocage de la différenciation 
érythrocytaire 
Moreau-Gachelin et 
al., 1996 
Ets-2 
promoteur ubiquitaire 
du gène de la 
métallothionéine 
Anomalies morphologiques 
(malformations crânio-faciales et 
vertébrales) 
Sumarsano et al., 
1996 
 
Tableau II-4 : Phénotype des souris présentant une surexpression d’une gène Ets (transgénique). MHC : 
Complexe Majeur d’Histocompatibilité, LTR : Long Terminal Repeat. 
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 Fli-1. En hybridation in situ, l’expression du gène Fli-1 chez la souris est retrouvée 
dans les cellules endothéliales, les crêtes neurales en migration, la rate et le foie (Mélet et al., 
1996; Vlaeminck-Guillem et al., 2000). Au niveau cellulaire, Fli-1 s’exprime dans les cellules 
T, les cellules B, les mégacaryocytes et les plaquettes (Mélet et al., 1996; Bastian et al., 
1999). En accord avec ces résultats, la surexpression de Fli-1 dans des cellules 
hématopoïétiques K562 suffit à induire un phénotype mégacaryocytaire (Athanasiou et al., 
1996). 
 Des souris surexprimant le gène Fli-1 sous le contrôle d’un promoteur ubiquitaire H-
2Kk ont été générées (Zhang et al., 1995). Bien que Fli-1 se retrouve dérégulé dans les 
érythroleucémies de Friend, ces souris transgéniques ne présentent pas de phénotype 
apparenté (Zhang et al., 1995). Elles développent au contraire une maladie rénale auto-
immune mortelle caractérisée par une néphropathie tubulo-interstitielle et une 
glomérulonéphrite liée au dépôt de complexes immuns (Zhang et al., 1995). On y retrouve 
aussi une hypergammaglobulinémie, une splénomégalie et une hyperplasie des cellules B. 
Tous ces résultats suggèrent que la néphrite observée chez ces animaux résulte d’un 
dysfonctionnement du système immunitaire plutôt que d’un défaut rénal intrinsèque (Zhang et 
al., 1995). La même équipe a aussi réalisé la recombinaison homologue du gène (Mélet et al., 
1996). Il s’est cependant avéré que la mutation n’était pas nulle puisque une protéine Fli-1 
tronquée de 76 acides aminés N-terminaux était encore détectée (Mélet et al., 1996). 
Néanmoins, ces souris Fli-1-/- présentent une hypocellularité du thymus qui ne s’apparente 
pas à un défaut particulier des sous-populations T, ni à une augmentation de l’apoptose (Mélet 
et al., 1996). Ces résultats semblent suggérer que le gène Fli-1 serait un régulateur des 
progéniteurs T pré-thymiques. En fait la protéine Fli-1 serait un facteur d’engagement de la 
lignée mégacaryocytaire (Hart et al., 2000a; Spyropoulos et al., 2000). Deux laboratoires 
indépendants ont en effet réalisé récemment la mutation nulle (Hart et al., 2000a) ou 
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hypomorphique (Spyropoulos et al., 2000) du gène Fli-1. Il est d’ailleurs intéressant de noter 
que la mutation nulle (délétion du domaine de liaison à l’ADN) et la mutation hypomorphique 
(délétion du domaine transactivateur C-terminal qui génère une protéine Fli-1 tronquée à 
activité transactivatrice très réduite (50 à 60% par rapport à la protéine normale) in vitro) 
aboutissent à un phénotype très similaire (Hart et al., 2000a; Spyropoulos et al., 2000). Ces 
deux stratégies sont complémentaires puisqu’elles miment une perte d’activité 
transcriptionnelle liée à l’absence de fixation à l’ADN ou à l’absence d’une fonction 
transactivatrice. Ces deux lignées Fli-1-/- meurent au stade E11-E12.5 d’une hémorragie des 
vaisseaux crâniens et/ou de ceux du tube neural (Hart et al., 2000a; Spyropoulos et al., 2000). 
Ce phénotype hémorragique serait lié aux perturbations observées dans la mégacaryopoïèse. 
 Pu-1. Le gène Pu-1 est le seul membre de la famille Ets dont l’expression se limite 
aux cellules d’origine hématopoïétique (Bassuk et Leiden, 1997). On le retrouve 
essentiellement dans la lignée myéloïde (monocytes/macrophages et neutrophiles) ainsi que 
dans la lignée B mais pas dans la lignée T (Klemsz et al., 1990; Hromas et al., 1993). Nous 
avons déjà évoqué le fait que la surexpression du gène Pu-1 engendrait une érythroléucémie 
proche de celle induite par le virus de Friend (Moreau-Gachelin et al., 1996). L’hypothèse la 
plus probable étant que la dérégulation de Pu-1 provoquerait l’augmentation de la capacité de 
renouvellement des progéniteurs érythroïdes tout en bloquant leur différenciation (Moreau-
Gachelin et al., 1996; Tenen et al., 1997). Le lien entre ce phénotype et la répression mutuelle 
observée in vitro entre les protéines Gata-1 et Pu-1 n’a pas encore été fait in vivo, mais il est 
fort probable que la surexpression de Pu-1 puisse bloquer l’activité de Gata-1, qui est 
essentielle à la différenciation érythroïde (Pevny et al., 1991; Nerlov et Graf, 1998). 
Le patron d’expression très restreint du gène Pu-1 suggère qu’il joue un rôle essentiel 
dans l’engagement et la différenciation de la lignée lympho-myélopoïètique. Les nombreuses 
études portant sur la recombinaison homologue du gène sont venues confirmer et étendre cette 
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hypothèse. Deux groupes ont ainsi créé des souris nulles pour Pu-1 (Scott et al., 1994; 
McKercher et al., 1996). Le phénotype de ces souris présente quelques différences 
remarquables (par exemple les souris générées par Scott meurent d’anémie entre E16 et E18 
alors que celles de McKercher naissent mais meurent dans les deux jours d’une septicémie 
foudroyante) qui pourraient s’expliquer par la stratégie de recombinaison choisie (Fisher et 
Scott, 1998). Néanmoins, ces deux approches s’accordent pour démontrer que toutes les 
lignées hématopoïétiques de ces souris mutantes, en dehors des lignées érythrocytaires et 
mégacaryocytaires, sont affectées (Scott et al., 1994; McKercher et al., 1996). En particulier, 
ces animaux sont dépourvus de lymphocytes T et B, de macrophages et de neutrophiles. Des 
expériences de différenciation de cellules ES Pu-1-/- in vitro sont venues confirmer le blocage 
de la différenciation myéloïde (Anderson et al., 1998a; DeKoter et al., 1998) et neutrophile 
(Anderson et al., 1998b). Réciproquement, la surexpression du gène Pu-1 dans des 
progéniteurs hématopoïétiques multipotents (MEP) transformés par le rétrovirus E26 induit la 
différenciation myéloïde et éosinophile (Nerlov et Graf, 1998). 
De manière remarquable, les souris Pu-1-/- développent aussi un phénotype 
d’ostéopétrose provoquée par un arrêt du développement des ostéoclastes, ce qui est en accord 
avec leur origine myéloïde (Tondravi et al., 1997). De plus, des études très récentes 
démontrent que l’activité du gène Pu-1 dépend directement de son niveau d’expression. En 
effet, une forte expression induirait plutôt la différenciation des macrophages et bloquerait 
parallèlement la maturation des cellules B qui à l’inverse nécessiteraient une faible expression 
de Pu-1 pour leur développement (DeKoter et Singh, 2000). On ne sait pas encore si ce 
phénomène est lié à la répression mutuelle entre Pax-5 et Pu-1 observée récemment in vitro 
(Maitra et Atchison, 2000). L’ensemble de ces résultats attribue à Pu-1 un rôle précoce dans 
l’engagement des précurseurs multipotents vers les lignées lymphoïdes et myéloïdes au cours 
de l’hématopoïèse fœtale et adulte. 
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Spi-B. Le facteur Spi-B est un membre de la famille ETS très proche de Pu-1 (Ray et 
al., 1992). Lors du développement de la souris, le gène Spi-B s’exprime exclusivement dans 
les cellules lymphoïdes (Su et al., 1996). Son expression est en particulier abondante dans la 
lignée B et plutôt faible dans la lignée T. Les souris Spi-B-/- sont viables et fertiles et 
possèdent des lymphocytes T et B matures, au contraire des souris Pu-1-/- (Su et al., 1997). 
Par contre, bien que matures, les cellules B Spi-B-/- ne sont pas fonctionnelles puisqu’elles 
sont incapables de proliférer suite à l’induction du BCR (‘B Cell Receptor’). De même, les 
cellules T présentent une réponse anormale à la stimulation antigénique et produisent peu 
d’IgG. Enfin, ces animaux ont des centres germinatifs altérés contenant une forte proportion 
de cellules B apoptotiques (Su et al., 1997). Tous ces résultats suggèrent que le gène Spi-B est 
requis non seulement pour la production de cellules B fonctionnelles mais aussi pour leur 
survie. 
  
 II-2-1-5 Conclusion 
 L’ensemble de ces travaux démontre la forte implication des facteurs ETS dans 
l’hématopoïèse. Ils interviennent a priori dans toutes les voies de différenciation (Figure II-3). 
Bien que plusieurs membres de la famille s’expriment dans les mêmes tissus, ils semblent 
jouer des rôles différents parfois même opposés (Bartel et al., 2000). Le facteur Pu-1 a ainsi 
l’impact le plus important puisqu’il intervient dans le développement de plusieurs lignées 
hématopoïétiques, Fli-1 et Ets-1 sont impliqués dans la différenciation myéloïde et 
lymphoïde, respectivement, Spi-B se restreint aux cellules B alors que Tel se comporte un peu 
comme Pu-1, toutefois à des stades plus tardifs (Bartel et al., 2000). Tous ces arguments sont 
en faveur d’une spécificité de fonction pour chacun des membres. La génération de souris 
double recombinées ainsi qu’une approche inductible (Souris Cre) devraient clarifier le rôle 
individuel des facteurs ETS versus leur redondance fonctionnelle. C’est ainsi que des 
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embryons (Pu-1+/-)(Spi-B-/-) ont été récemment générés (Garrett-Sinha et al., 1999). Le 
profil des lignées hématopoïétiques étudié en cytométrie de flux ainsi que la létalité de ces 
souris sont identiques aux souris Pu-1-/-, ce qui suggère que le gène Spi-B n’est pas 
nécessaire au développement des progéniteurs hématopoïétiques (Garrett-Sinha et al., 1999). 
Par contre, les altérations des cellules B observées dans les embryons Spi-B-/- (Su et al., 
1997) sont plus sévères avec la double mutation Pu-1+/-Spi-B-/- (Garrett-Sinha et al., 1999). 
Pu-1 semble donc aussi requis pour la signalisation du BCR. La même équipe a généré des 
souris (Pu-1+/-)(Ets-1-/-), (Pu-1+/-)(Elf-1-/-) et (Spi-B-/-)(Ets-1-/-) (Garrett-Sinha et al., 
2001). L’analyse détaillée de ces souris n’est pas décrite mais les premiers résultats suggèrent 
que les gènes Ets-1, Elf-1 et Pu-1 ne présentent pas de redondance fonctionnelle au niveau de 
l’hématopoïèse du foie fœtal ou des lignées hématopoïétiques (Garrett-Sinha et al., 2001). 
Un gros effort reste à fournir quant à l’identification des gènes cibles in vivo de la 
famille ETS (voir tableau II-5). Il existe ainsi encore peu de données sur les gènes qui peuvent 
être dérégulés dans ces différentes souris même si les résultats obtenus pour les gènes Pu-1 et 
Fli-1 par exemple, sont en accord avec leur rôle biologique dans la différenciation myéloïde 
(gène M-CSFR) et mégacaryocytaire (gène codant la glycoprotéine IX), respectivement 
(Olson et al., 1995; Hart et al., 2000a). Enfin, les études d’expression différentielle de certains 
facteurs Ets lors de la spécification et l’engagement de la lignée lymphoïde chez la souris 
adulte ont révélé un profil de régulation très complexe et dynamique (Anderson et al., 1999). 
Alors que les gènes Elf-1, Tel, GABPα, Ets-1 ou Ets-2 s’expriment de manière équivalente et 
continue tout au long de la différenciation des cellules T, la spécification puis l’engagement 
s’accompagnent d’une activation de l’expression de Erg concomitante à l’inhibition de celle 
de Pu-1 et Spi-B (Anderson et al., 1999). Ces régulations d’expression transitoire et très 
spécifique mettent en avant la nécessité d’isoler et de caractériser les promoteurs des gènes 
Ets. En effet, autant le nombre de gènes régulés in vitro ou in vivo par des membres de la 
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famille ETS s’agrandit de jour en jour (Sementchenko et Watson, 2000), autant la 
caractérisation de leurs propres séquences promotrices reste aujourd’hui très imprécise. 
 
 II-2-2 La vasculogenèse et l’angiogenèse 
 La vasculogenèse se définit comme la différenciation in situ des angioblastes en 
cellules endothéliales qui vont s’assembler pour former un vaisseau sanguin primitif. 
L’angiogenèse représente la prolifération des cellules endothéliales pré-existantes qui va 
permettre d’étendre le réseau vasculaire. Les cellules endothéliales ayant la même origine que 
les cellules hématopoïétiques (Figure II-3), c’est donc tout naturellement que plusieurs 
membres de la famille ETS ont été montrés comme jouant un rôle dans ces cellules. Les 
résultats les plus significatifs ont été apportés par les expériences d’hybridation in situ chez le 
xénope, le poulet ou la souris (Bartel et al., 2000; Maroulakou et Bowe, 2000; Remy et 
Baltzinger, 2000). 
 Les gènes Ets-1 et Ets-2 ont ainsi été détectés dans les structures endothéliales en 
formation au cours de l’embryogenèse de la souris (Kola et al., 1993; Maroulakou et al., 
1994) ou du poulet (Vandenbunder et al., 1989; Quéva et al., 1993). Chez l’Homme, le gène 
ETS-1 s’exprime fortement dans les cellules endothéliales des vaisseaux en développement 
ainsi que dans les vaisseaux sanguins lors de l’angiogenèse adulte (Wernert et al., 1992). In 
vitro, la surexpression du gène Ets-1 est capable d’augmenter l’adhésion des cellules 
endothéliales et stimule leur organisation en structures capillaires dans un processus apparenté 
à la morphogenèse de branchement (Mattot et al., 2000). Malgré cela, Ets-1 n’apparaît pas 
comme essentiel à la vasculogenèse embryonnaire puisque les souris Ets-1-/- ne semblent pas 
présenter d’anomalies dans les vaisseaux sanguins (Bories et al., 1995; Muthusamy et al., 
1995). Le patron d’expression très superposable des gènes Ets-1, Erg et Fli-1 pourrait ainsi 
suggérer une redondance fonctionnelle de ces trois facteurs lors de la vasculogenèse 
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embryonnaire. L’expression d’Erg et Fli-1 est, elle aussi, fortement associée aux structures 
endothéliales, que ce soit chez le poulet (Dhordain et al., 1995; Mager et al., 1998), le xénope 
(Baltzinger et al., 1999; Brown et al., 2000) ou la souris (Vlaeminck-Guillem et al., 2000). Le 
phénotype des souris recombinées Fli-1-/- est venu confirmer son implication dans ces 
processus puisque ces souris présentent des aberrations dans le développement vasculaire 
intra-crânien (Hart et al., 2000a). Les anomalies de l’angiogenèse du sac vitellin des 
embryons Tel-/- suggère aussi un rôle pour ce facteur, cette fois au niveau extra-embryonnaire 
(Wang et al., 1997). 
 La diversité de ces résultats suggère que les facteurs ETS co-exprimés dans les 
structures endothéliales n’y exercent pas forcément le même rôle. Ils semblent plutôt, à 
l’instar de Tel ou Fli-1, intervenir à des étapes très spécifiques du développement vasculaire 
embryonnaire. Leur implication ‘réelle’ pourrait être influencée par une certaine redondance 
fonctionnelle. 
 
 II-2-3 Le développement 
 II-2-3-1 La formation du système nerveux central 
 L’un des aspects les plus fondamentaux de la formation du système nerveux central est 
la spécification et la formation des connections synaptiques. Les travaux des dix dernières 
années suggèrent que ce processus s’effectue en trois phases distinctes : (1) la première 
commence par la spécification des sous-types neuronaux (neurones moteurs, neurones 
sensoriels), (2) la seconde correspond à la notion de ‘cheminement’, c’est-à-dire à la 
croissance des neurones vers leur cible (fibre musculaire par exemple) et (3) la troisième 
étape se termine par la formation des connections synaptiques appropriées permettant ainsi 
l’achèvement des circuits neuronaux (Ghosh et Kolodkin, 1998). 
 50
 De récentes études portant sur le développement du système nerveux chez le poulet 
ont ainsi montré que deux gènes de la famille Ets, Pea3 et Er81, s’expriment de manière très 
spécifique dans une population discrète de neurones au niveau de la colonne vertébrale (Lin et 
al., 1998a). Ces neurones moteurs font partie d’un réseau qui aboutit aux neurones sensitifs 
des fibres musculaires de type Ia situés dans les bourgeons de membres (Lin et al., 1998a; 
Jurata et al., 2000). Le profil d’expression de Pea3 et Er81 est remarquablement identique 
dans ces deux types de neurones. Ces résultats suggèrent fortement que ces deux facteurs ETS 
interviennent directement dans la formation des connections synaptiques reliant les neurones 
moteurs aux neurones sensitifs afférents innervant le même muscle (Lin et al., 1998a). Ce 
mécanisme pourrait impliquer des molécules d’adhérence cellulaire comme les cadhérines 
dont certaines sont régulées, en tout cas in vitro, par des membres de la famille ETS (Gory et 
al., 1998; Lelièvre et al., 2000). L’implication de Er81 dans ces connections neuronales a été 
confirmée par des expériences de recombinaison homologue chez la souris (Arber et al., 
2000). Ces souris présentent une ataxie des membres concomitante à des défauts de flexion-
extension et meurent environ 5 semaines après leur naissance (Arber et al., 2000). En accord 
avec les expériences d’expression chez le poulet, les connexions entre neurones moteurs et 
neurones propioceptifs de type Ia sont fortement réduites dans ces souris Er81-/- (Arber et al., 
2000). Dans le même ordre d’idée, le dysfonctionnement sexuel des souris mâles Pea3-/- 
(problème d’éjaculation et/ou défaut du muscle mou caverneux) pourrait être lié à un 
problème neuronal (Laing et al., 2000). Enfin les souris Tel-/- présentent aussi de nombreuses 
déficiences neuronales au niveau du tube neural en développement et des ganglions dorsaux 
du nerf crânien (Wang et al., 1997). 
 
 II-2-3-2 La formation de l’os et du cartilage 
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 Le développement osseux se déroule selon deux phases: (1) l’ossification 
intramembranaire et (2) l’ossification endochondrale. Dans l’ossification intramembranaire, 
les précurseurs de mésenchyme se différencient en ostéoblastes qui vont principalement 
synthétiser la matrice osseuse. Lors de l’ossification endochondrale, les cellules 
mésenchymateuses se différencient en chondroblastes puis en chondrocytes qui sont à 
l’origine de la matrice cartilagineuse (Pacifici et al., 2000). 
 Plusieurs membres de la famille Ets s’expriment lors de l’embryogenèse au niveau du 
squelette. Chez la souris, le gène Ets-2 s’exprime dans le cartilage et les os (Maroulakou et 
al., 1994). Des souris transgéniques surexprimant Ets-2 présentent des anomalies du squelette 
similaires à celle des souris trisomiques-16 et des patients atteints du syndrome de Down ou 
de trisomie 21 (Sumarsono et al., 1996). Dans un modèle cellulaire de différenciation 
ostéoblastique, l’expression de Ets-1 est plutôt associée à la prolifération des cellules alors 
que Ets-2 s’exprime dans les phases de différenciation et de minéralisation (Raouf et Seth, 
2000). Par ailleurs, de nombreuses évidences expérimentales suggèrent que le gène Erg joue 
un rôle important lors de la mise en place du cartilage. Chez le poulet, Erg s’exprime de 
manière très transitoire dès le sixième jour de développement lors de la condensation du 
mésenchyme pour se restreindre ensuite aux articulations, seules zones de condensation et de 
croissance du cartilage qui subsistent (Dhordain et al., 1995; Iwamoto et al., 2000). Ces 
résultats concordent avec ceux obtenus lors du développement du xénope (Baltzinger et al., 
1999) et de la souris (Vlaeminck-Guillem et al., 2000). Dans un modèle de tératogenèse 
expérimentale in vivo, l’insertion d’une microbille imbibée du facteur de croissance TGFβ 
dans un sillon interdigital inhibe l’apoptose locale et favorise le développement ectopique 
d’un doigt surnuméraire (Ganan et al., 1996). La différenciation du tissu mésenchymateux en 
tissu cartilagineux s’accompagne alors, de manière très précoce, d’une forte expression du 
gène Erg (Ganan et al., 1996). L’expérience inverse a aussi été réalisée, cette fois avec des 
 
Tissu/Type Cellulaire Facteur ETS Références 
Myéloïde   
GM-CSFR PU-1 (Scott et al., 1994; Olson et al., 1995) 
M-CSF-R PU-1 (Scott et al., 1994; Olson et al., 1995) 
Cellules B   
Immunoglobulines PU-1 (Shin et Koshland, 1993; Pongubala et al., 1993; Rao et al., 1997)
P2Y10 PU-1, SPI-B (Rao et al., 1999) 
Cellules T   
TCR α ETS-1 (Giese et al., 1995; Mayall et al., 1997) 
TCR β ETS-1 (Wotton et al., 1994) 
IL-2 ETS-1 (Romano-Spica et al., 1995) 
Mégacaryocytes   
GP IX FLI-1 (Athanasiou et al., 1996; Bastian et al., 1999; Hart et al., 2000a) 
Endothélium   
Facteur Von Willebrand FLI-1, ERG (Schwachtgen et al., 1997) 
Cadhérine ETS-1 (Gory et al., 1998) 
ICAM-1 FLI-1, ERG (Roebuck et al., 1995) 
CD11b PU-1 (Olson et al., 1995; Anderson et al., 1998a; Yamada et al., 2001)
Tie2 FLI-1 (Hart et al., 2000a) 
Cartilage   
Collagène X ERG (Iwamoto et al., 2000) 
Tenascine-C ERG (Iwamoto et al., 2000) 
 
Tableau II-5 : Quelques exemples de gènes cibles de la famille ETS en relation avec les phénotypes observés lors des expériences 
de recombinaison homologue ou de surexpression. L’activité transactivatrice a été montrée in vitro et in vivo dans la plupart des cas. 
Cela reste cependant à confirmer in vivo pour les gènes cibles potentiels dans les cellules T, les cellules endothéliales (sauf Tie2) et 
le cartilage. 
 
 
 52
billes imprégnées des facteurs BMP-2 ou OP-1 qui induisent l’apoptose et empêchent la 
formation du cartilage. Dans ce cas, l’expression de Erg est inhibée (Macias et al., 1997). 
Enfin, la surexpression du gène Erg chez le poulet par infection rétrovirale directement dans 
les bourgeons de membres, induit deux phénomènes opposés selon l’isoforme du gène 
considérée (Iwamoto et al., 2000). L’isoforme ck-Erg contenant dans sa partie centrale deux 
exons alternatifs appelés A81 et A72, favorise la maturation des chondrocytes qui précède la 
formation de l’os alors que l’isoforme C-1-1, qui ne contient que l’exon A81, bloque cette 
maturation chondrocytaire. Cet effet s’accompagne d’un défaut de croissance avec 
raccourcissement du membre et absence de formation d’os endochondral et de moelle osseuse 
(Iwamoto et al., 2000). Le mécanisme de cet antagonisme fonctionnel n’est pas encore 
identifié. 
 Enfin, comme nous l’avons déjà évoqué, le facteur Pu-1 est aussi impliqué dans le 
développement osseux et plus particulièrement dans l’ostéoclastogenèse. Le squelette des 
souris Pu-1-/- présente en effet les signes histologiques typiques de l’ostéopétrose (Tondravi 
et al., 1997). Les auteurs ont ainsi pu observer une absence de délimitation de la métaphyse, 
la persistance en profondeur d’éléments cartilagineux non résorbés ainsi que l’absence 
d’ostéoclastes. Ce phénotype est lié à un défaut d’un précurseur hématopoïétique incapable de 
se différencier en macrophages et ostéoclastes (Tondravi et al., 1997). 
 
 II-2-4 Conclusion 
 La diversité de fonction des facteurs ETS est aussi vaste que la diversité des membres 
qui composent cette famille. Les études d’expression couplées à l’obtention de souris 
génétiquement modifiées ont révélé le rôle essentiel que jouent ces facteurs de transcription, 
aussi bien dans l’hématopoïèse que dans le développement de certains organes. Cependant, ce 
large spectre d’action n’est pas encore bien corrélé avec les cibles moléculaires qui 
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gouvernent ces processus. Encore trop peu de gènes cibles de la famille ETS in vivo ont été 
identifiés dont la dérégulation pourrait être associée avec les phénotypes observés (Tableau II-
5). A titre d’exemple, les défauts mégacaryocytaires et de vasculogenèse des souris Fli-1-/- 
sont clairement associés à la disparition de l’expression de la glycoprotéine IX et du récepteur 
endothélial Tie-2/Tek, respectivement (Hart et al., 2000a). De même, les altérations de la 
différenciation myéloïde observées chez les souris Pu-1-/- sont en accord avec la capacité de 
Pu-1 de réguler les promoteurs du M-CSFR ou du GM-CSFR (Olson et al., 1995). Qu’en est-il 
des gènes cibles potentiels de la famille ETS dans le système nerveux ou l’os ? La redondance 
fonctionnelle qui existe entre les différents membres n’est bien sûr pas propice à cette 
identification. Mais la réalisation d’autres souris déficientes pour un facteur Ets ainsi que 
l’analyse in vivo de la présence de facteurs de transcription directement associés aux 
promoteurs par la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), devraient dans 
les années à venir, nous aider à identifier de nouvelles cibles des facteurs ETS. 
 
II-3 Facteurs ETS et régulation transcriptionnelle 
 
 Après ce petit tour d’horizon ‘fonctionnel’ de la famille ETS, nous allons maintenant 
évoquer les aspects ‘structuraux’ en relation avec leur activité intrinsèque de facteur de 
transcription. En dehors du domaine de liaison à l’ADN qui est commun à tous les membres, 
de nombreux autres domaines fonctionnels plus distinctifs ont été identifiés et caractérisés. Il 
s’agit principalement de domaines dits ‘transactivateurs’ ou ‘répresseurs’ qui sont souvent 
sous l’influence de régions dites ‘régulatrices’. Nous allons voir au travers de quelques 
exemples, que ces domaines sont assez hétérogènes et peu conservés à l’intérieur de la 
famille. De plus, alors que leur fonction in vitro est assez bien établie (activateur, répresseur 
ou régulateur), leur relation avec les autres éléments transcriptionnels (ARN polymérase et 
 
 
Figure II-4 : Les domaines transactivateurs des facteurs ETS. Le code couleur choisi est aléatoire. Le domaine 
ETS est représenté en rouge. La numérotation en acides aminés est indiquée pour chaque protéine. La présence 
du domaine SAM/PTN est indiquée par un trait bleu sous la protéine quand il y a lieu. TA : TransActivateur, 
REG : REGulateur, ADID : Amino-terminal DNA-binding Inhibitory Domain, B : Boîte B nécessaire à 
l’interaction avec SRF, C : Domaine C cible des MAP kinases, acide : domaine de type acide, riche en Q : 
domaine riche en glutamine, P/S/T : domaine riche en proline, sérine et thréonine, PEST : domaine riche en 
proline, acide glutamique, sérine et thréonine. La représentation des différents domaines est une synthèse de 
plusieurs publications : p68c-ETS1, p54c-ETS1 et ETS2 (Schneikert et al., 1992; Crépieux et al., 1994). Les 
résidus thréonines T38 et T72, cibles de la voie RAS sont indiqués (Yang et al., 1996). Les deux modules SC 
sont représentés par des barres noires (Iniguez-Lluhi et Pearce, 2000). ERG et FLI-1 (Rao et al.; 1993; Siddique 
et al., 1993). PEA3 et ERM (Laget et al., 1996; Bojovic et Hassell, 2001). ELK-1 et SAP1 (Bhattacharya et al., 
1993; Wasylyk et al., 1998). ELF-1 (Wang et al., 1993; Bredemeier-Ernst et al., 1997). PU-1 et SPI-B (Klemsz 
et Maki, 1996; Rao et al., 1999; Marecki et Fenton, 2000). Le résidu sérine S148 est indiqué. 
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sous-unités, complexe HAT ou HDAC, complexe médiateur) reste peu documentée. En 
d’autres termes, les domaines fonctionnels de la famille ETS sont mieux définis que leur 
propre mécanisme d’action. Il est à noter aussi que les facteurs ETS transactivateurs sont 
généralement considérés comme de faibles activateurs (Crépieux et al., 1994). 
 
 II-3-1 Les domaines transactivateurs 
 II-3-1-1 Mise en évidence 
 Au contraire des domaines de liaison à l’ADN, les domaines transactivateurs sont peu 
conservés parmi les facteurs de transcription et ont rarement une caractéristique bien définie. 
Cependant, ces domaines font généralement entre 30 et 100 acides aminés souvent riches en 
résidus prolines, prolines/sérines, glutamines ou encore en résidus acides (Roberts, 2000). De 
tels domaines ont été identifiés chez les facteurs ETS par des études de mutants de délétion 
et/ou de fusion à un domaine de liaison à l’ADN hétérologue comme celui de Gal4 ou LexA. 
Par exemple, le domaine transactivateur de Elf-1 est de type acide (Bredemeier-Ernst et al., 
1997), celui de Pu-1 est de type riche en glutamine et acide (Klemsz et Maki, 1996) alors que 
ceux de Elk-1 et Sap-1 sont riches en proline ou en proline/sérine (Bhattacharya et al., 1993). 
L’organisation des domaines transactivateurs de la famille ETS est présentée dans la Figure 
II-4. 
 
 II-3-1-2 Quelques exemples 
 Ets-1/Ets-2. Sur la base d’expériences d’analyse de protéines de fusion in vitro entre 
des portions des protéines Ets-1 (p68 et p54) et Ets-2 aviaires et le domaine de liaison à 
l’ADN hétérologue de LexA, deux domaines transactivateurs de type acide ont été identifiés 
pour la forme p68 de Ets-1 ainsi que pour Ets-2, et un seul pour la forme p54 de Ets-1 
(Schneikert et al., 1992). Ces deux domaines appelés TA1 et TA2 (pour domaine 
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TransActivateur) se situent respectivement à l’extrémité N-terminale et dans une région plus 
centrale des protéines p68 Ets-1 et Ets-2 (Figure II-4). La forme p54 Ets-1, seule présente 
chez les Mammifères, ne possède pas le domaine TA1, suggérant que la présence d’un second 
domaine transactivateur chez p68 pourrait distinguer ses propriétés biologiques de celles de 
p54 (Schneikert et al., 1992; Albagli et al., 1994). Le domaine qui relie TA1 et TA2 semble 
avoir une double influence à la fois négative et positive. Cette région régulatrice (REG) inhibe 
en effet l’activité du TA1 seul alors qu’elle stimule celle du TA2 seul (Schneikert et al., 
1992). Par contre la région dans son ensemble TA1 + REG + TA2 apparaît plus active que le 
TA1 ou le TA2 pris individuellement (Schneikert et al., 1992). Ce résultat pourrait 
s’expliquer par le fait que la région TA1 + REG + TA2 offre une surface d’interaction 
potentielle à des co-facteurs beaucoup plus large et ‘structurée’ que les sous-domaines seuls 
(Crépieux et al., 1994). De manière très intéressante, cette région REG est elle-même sous le 
contrôle de la voie de signalisation RAS (Yang et al., 1996). La phosphorylation par une 
MAP kinase d’un résidu thréonine 38 dans p54 Ets-1 et thréonine 72 dans Ets-2 augmente en 
effet fortement leurs activités transcriptionnelles (Yang et al., 1996). Cette propriété 
différencie Ets-1 et Ets-2 des autres membres de la famille. A titre indicatif, il est intéressant 
de noter que Ets-1, comme d’autres facteurs de transcription (c-Myb, C/EBPα ou le récepteur 
aux glucocorticoïdes par exemple) contient deux motifs protéiques, appelés SC pour ‘Synergy 
Control motifs’ (Iniguez-Lluhi et Pearce, 2000). La destruction de ces deux motifs augmente 
l’activité de Ets-1 d’environ 3 à 4 fois dans le système utilisé (Iniguez-Lluhi et Pearce, 2000). 
Ces domaines se situent en dehors des domaines transactivateurs (Figure II-4) et semblent 
jouer une fonction régulatrice générale dont le rôle n’est pas encore connu (Iniguez-Lluhi et 
Pearce, 2000). 
 Elf-1. Un domaine transactivateur autonome de type acide dans la protéine Elf-1 a été 
identifié par une approche similaire à celle utilisée pour caractériser ceux de Ets-1 et Ets-2 
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(Bredemeier-Ernst et al., 1997). Ce domaine se trouve en N-terminal du domaine ETS (Figure 
II-4). C’est le même qui avait été initialement décrit comme essentiel à l’association Elf-1/Rb 
mise en évidence dans les lymphocytes T (Wang et al., 1993). La protéine Elf-1 interagit en 
effet avec la forme hypophosphorylée de Rb dans des cellules T quiescentes. L’activation des 
cellules T induit la phosphorylation de la protéine Rb qui n’est alors plus capable d’interagir 
avec Elf-1 (Wang et al., 1993). Ces résultats sont en faveur d’un modèle de régulation dans 
lequel Rb inhibe l’activité transcriptionnelle de Elf-1 dans les cellules T quiescentes par 
blocage direct de son domaine transactivateur. Suite à l’activation des cellules T et à la 
phosphorylation de Rb, la dissociation du complexe Elf-1/Rb va permettre à Elf-1 d’activer 
des gènes spécifiques des cellules T (Wang et al., 1993). Par contre, il n’a pas encore été mis 
en évidence une régulation de la protéine Elf-1 par phosphorylation. 
 Elk-1/Sap-1. Avec le facteur Net, Elk-1 et Sap-1 forment la sous-famille appelée TCF 
pour ‘Ternary Complex Factor’. Ces facteurs ETS particuliers sont en effet capables de 
réguler des éléments de réponse SRE (pour ‘Serum Response Element’) en partenariat avec la 
protéine SRF (pour ‘Serum Response Factor’) (Wasylyk et Nordheim, 1997; Wasylyk et al., 
1998). Ces protéines possèdent trois domaines fonctionnels importants : le domaine ETS situé 
en N-terminal, la boîte B responsable de l’interaction avec la protéine SRF, et la boîte C qui 
est un domaine de régulation sous l’influence de multiples voies de phosphorylation (Figure 
II-4) (Wasylyk et al., 1998). La protéine Elk-1 possède deux domaines transactivateurs 
autonomes TA1 et TA2 riches en proline, alors que Sap-1 n’en contiendrait qu’un seul 
(Bhattacharya et al., 1993). Le domaine TA1 de Elk-1 est constitué en partie de la boîte B et 
serait en conséquence sous l’influence de la protéine SRF. La protéine Net fait, quant à elle, 
partie des facteurs ETS répresseurs (voir le paragraphe II-3-2). Les facteurs Elk-1 et Sap-1 
semblent donc combiner les propriétés individuelles des protéines Ets-1/Ets-2 et Elf-1, c’est-
à-dire une régulation par phosphorylation et par interaction avec une autre protéine. 
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Pu-1/Spi-B. La protéine Pu-1 contient en plus du domaine ETS, un domaine PEST 
(riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine), un domaine riche en glutamine et un 
domaine de type acide (Figure II-4). Des études de délétion de la protéine Pu-1 ont montré 
qu’il existait un seul domaine transactivateur englobant le domaine riche en glutamine et le 
domaine de type acide (Klemsz et Maki, 1996). Bien que les domaines PEST soient plutôt 
décrits comme participant à la dégradation des protéines, le seul rôle connu de celui de Pu-1 
est d’interagir avec la protéine Pip/NF-EM5, un cofacteur spécifique de Pu-1 dans les cellules 
B. En particulier, ce domaine contient une sérine S148 qui doit être phosphorylée pour 
recruter Pip (Pongubala et al., 1993). Le mécanisme de ces interactions sera détaillé dans 
l’acte II. Des études plus fonctionnelles ont été réalisées avec différentes constructions de Pu-
1 dans des expériences de ‘sauvetage’ des cellules ES Pu-1-/- (Fisher et al., 1998). En accord 
avec les phénotypes des souris Pu-1-/- (Scott et al., 1994; McKercher et al., 1996), les 
cellules ES Pu-1-/- sont incapables de se différencier en macrophages in vitro (Fisher et al., 
1998). La construction de plusieurs vecteurs d’expression codant différents domaines de la 
protéine Pu-1 sous le contrôle de son propre promoteur ont permis de montrer que le domaine 
riche en glutamine, le domaine PEST et le domaine ETS, mais pas le domaine de type acide, 
sont requis pour initier la différenciation myéloïde in vitro (Fisher et al., 1998). La mutation 
de la sérine 148 n’abolit pas cette différenciation, ce qui est en accord avec son implication 
dans la régulation des gènes spécifiques des cellules B en coopération avec Pip/NF-EM5 
(Fisher et al., 1998). De manière intéressante, il a été montré, dans des expériences de 
reconstitution in vitro mimant la régulation de ‘l’enhancer’ 3’ de la chaîne κ des 
immunoglobulines, que le domaine transactivateur de Pu-1 (domaine de type acide et domaine 
riche en glutamine) n’était pas requis (Pongubala et Atchison, 1997). Des résultats similaires 
ont été décrits pour la régulation de ‘l’enhancer’ de la chaîne lourde µ des immunoglobulines 
(Dang et al., 1998). Tous ces résultats suggèrent donc que l’activité de la protéine Pu-1 dans 
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les cellules myéloïde ou les cellules B implique des régions distinctes. Dans le cas particulier 
des cellules B, est même suggéré pour Pu-1 un rôle apparenté à celui d’une protéine 
structurale (Nikolajczyk et al., 1999; Marecki et Fenton, 2000) puisque : (1) l’absence du 
domaine transactivateur n’empêche pas Pu-1 de réguler des promoteurs spécifiques des 
cellules B (Pongubala et Atchison, 1997; Dang et al., 1998), (2) Pu-1 est capable d’interagir 
in vitro avec la protéine CBP à activité HAT (Yamamoto et al., 1999), et (3) in vivo la 
présence de Pu-1 augmente l’accessibilité chromatinienne de l’enhancer µ (Nikolajczyk et al., 
1999). La spécificité tissulaire serait achevée par des interactions avec une protéine spécifique 
des cellules B comme Pip/NF-EM5 (Marecki et Fenton, 2000). Même si tout cela doit être 
complètement validé, il s’en dégage néanmoins un faisceau de mécanismes propres à chaque 
facteur ETS qui pourraient contribuer à leur rôle individuel dans le développement. 
 La différence des phénotypes obtenus avec les souris Pu-1-/- (Scott et al., 1994; 
McKercher et al., 1996) et les souris Spi-B-/- (Su et al., 1997) suggère un rôle non redondant 
entre ces deux facteurs ETS. In vitro, la protéine Spi-B est capable d’interagir avec les mêmes 
partenaires que Pu-1 comme Pip/NF-EM5 ou c-Jun (Rao et al., 1999b). Cependant le domaine 
transactivateur de Spi-B est sensiblement différent (Figure II-4). Il se trouve en N-terminal de 
la protéine et est de type acide riche en proline, sérine et thréonine (Rao et al., 1999b). Le lien 
entre ces différences et une spécificité de fonction n’a cependant pas encore été démontré. 
 Famille Pea3. Les facteurs ETS de la famille Pea3 se caractérise par la présence d’un 
domaine transactivateur de type acide dans la région N-teminale des protéines (Figure II-4). 
Ce domaine a été notamment mis en évidence dans des expériences avec des protéines de 
fusion Gal4 pour les facteurs ERM (Laget et al., 1996) et PEA3 (Bojovic et Hassell, 2001). 
Un deuxième domaine transactivateur autonome a aussi été détecté dans la partie C-terminale 
de la protéine ERM (Laget et al., 1996). Cette région couplée à un autre domaine appelé 
ADID (pour ‘Amino-terminal DNA-binding Inhibitory Domain’) semble aussi réguler la 
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fixation à l’ADN de ERM (Laget et al., 1996). Ce mécanisme d’auto-inhibition existe aussi 
pour PEA3 (Bojovic et Hassell, 2001) et d’autres facteurs ETS (Graves et al., 1998). Le rôle 
spécifique des membres PEA3 pourrait être lié en particulier à ce domaine N-terminal acide 
unique à cette sous-famille ETS. 
 Erg et Fli-1. L’analyse des domaines transactivateurs des protéines Erg et Fli-1 sera 
évoquée lors de la présentation de la publication numéro 1, à la fin de cette introduction. 
 
 II-3-1-3 Relation avec la machinerie transcriptionnelle 
 Comme je l’ai déjà dit dans le chapitre I, il apparaît aujourd’hui que les facteurs de 
transcription interviennent dans le contrôle transcriptionnel à plusieurs niveaux (Roberts, 
2000). En particulier, de nombreux domaines transactivateurs sont capables d’interagir avec 
des sous-unités de l’ARN polymérase ou avec des facteurs de modification de la chromatine 
comme CBP ou Swi/Snf. Qu’en est-il pour la famille ETS ? 
 Actuellement, il existe très peu d’exemples qui mettent en relation la machinerie 
basale transcriptionnelle avec les facteurs ETS. Une interaction in vitro a ainsi été détectée 
entre le domaine transactivateur de Pu-1 et la sous-unité TFIID (Hagemeier et al., 1993). Le 
rôle que joue ces interactions dans la régulation de l’activité transcriptionnelle de Pu-1 n’a pas 
été confirmée depuis, même si une inhibition de ces interactions par la protéine Rb a été 
suggérée (Weintraub et al., 1995). Le domaine transactivateur N-terminal de la protéine ERM 
est lui aussi capable d’interagir in vitro avec la protéine TBP et les facteurs accessoires 
TAFII40 et TAFII60 mais pas TAFII20, TAFII31 ou TAFII85 (Defossez et al., 1997). De 
manière similaire, le domaine transactivateur acide codé par l’exon 4 du gène Ese-1/Elf-3/Esx, 
interagit in vitro avec la protéine TBP mais pas avec TFIIB (Chang et al., 1999). La protéine 
Esx/Ese-1 est aussi capable de recruter la sous-unité TAFII31 (Choi et al., 2000). De manière 
significative, la perte d’interaction physique in vitro aboutit à une perte d’activité 
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transcriptionnelle (Choi et al., 2000). Enfin, une interaction entre Elf-1 et TFIIB a aussi été 
évoquée (John et al., 1995). 
 Le peu d’interactions détectées entre la famille ETS et la machinerie basale peut a 
priori refléter deux choses. Soit la recherche de partenaires de ce type n’est pas systématique 
et/ou difficile dans la famille ETS, soit il existe une réalité biologique à cette faible 
représentativité. Néanmoins, tous ces résultats montrent pour l’instant que c’est le domaine 
transactivateur du facteur ETS qui est requis pour l’interaction, et qu’en fonction de la nature 
de ce domaine, le partenaire est différent (c’est en particulier vrai pour Esx qui recrute la 
sous-unité TAFII31, ce dont ERM semble incapable (Defossez et al., 1997; Choi et al., 
2000)). Ces reconnaissances protéiques différentielles entre les facteurs ETS contribuent 
certainement à leur spécificité de fonction (voir acte II). 
 
 II-3-1-4 ETS et activité HAT 
 Les protéines CBP/p300 sont considérées comme des co-intégrateurs transcriptionnels 
qui agissent à la fois en étant recrutées par de multiples protéines et par leur activité HAT 
intrinsèque (Goodman et Smolik, 2000). Vu la diversité des partenaires de CBP/p300, il n’est 
pas étonnant que l’on y retrouve plusieurs facteurs ETS (Janknecht et Nordheim, 1996; 
Horvai et al., 1997; Yang et al., 1998; Bannert et al., 1999; Jayaraman et al., 1999; 
Yamamoto et al., 1999; Papoutsopoulou et Janknecht, 2000; Nissen et al., 2001). 
 La première interaction fonctionnelle décrite entre CBP/p300 et un facteur ETS, en 
l’occurrence Sap-1, fait suite aux travaux qui avaient montré que l’injection d’anticorps anti-
CBP réduisait fortement l’activité du promoteur de c-Fos (Arias et al., 1994). Comme le 
facteur Sap-1 régule ce promoteur en partenariat avec la protéine SRF (Dalton et Treisman, 
1992), ces expériences suggéraient fortement que Sap-1 et/ou SRF recrutaient CBP. C’est en 
effet le cas puisqu’il a été montré que la protéine CBP était capable d’interagir physiquement 
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avec Sap-1 et de stimuler son activité transcriptionnelle (Janknecht et Nordheim, 1996). CBP 
induit les mêmes effets sur Elk-1, un autre facteur ETS impliqué dans la régulation de c-Fos 
(Nissen et al., 2001). Comme le facteur de transcription CREB est aussi impliqué dans la 
régulation de c-Fos, et que CBP a été initialement découverte grâce à son interaction avec 
CREB (Chrivia et al., 1993), il apparaît ici que CBP joue parfaitement son rôle d’intégrateur 
en reliant potentiellement deux facteurs de transcription à la machinerie basale (Nissen et al., 
2001). 
 Dans une étude cherchant à identifier le mécanisme d’inhibition de l’activité du 
récepteur au facteur macrophage ‘Scavenger’ par l’interféron gamma (INFγ ), une équipe a 
montré que cela pouvait impliquer un mécanisme de compétition pour CBP entre un facteur 
ETS et le facteur STAT1 (‘Signal Transducer and Activators of Transcription’) (Horvai et al., 
1997). Le facteur ETS incriminé est certainement la protéine Pu-1 puisqu’elle régule le 
promoteur du récepteur au facteur ‘Scavenger’ (Horvai et al., 1995) et qu’elle interagit 
physiquement avec CBP (Yamamoto et al., 1999). La région d’interaction implique le 
domaine riche en glutamine (Yamamoto et al., 1999). Tous ces résultats sont en faveur d’un 
rôle de la protéine CBP comme cofacteur de Pu-1. L’interaction Ets-1/CBP semble aussi 
importante pour l’activité de Ets-1 dans les cellules T Jurkat (Yang et al., 1998) et l’activité 
de Ets-1/Ets-2 sur le promoteur de la stromélysine-1 (Jayaraman et al., 1999). La région 
d’interaction pour Ets-1 et Ets-2 apparaît différente (Yang et al., 1998; Jayaraman et al., 
1999). Une interaction ainsi qu’une coopération entre les protéines GABPα et CBP/p300 a 
aussi été décrite pour la régulation du promoteur de l’interleukine-16 dans les lymphocytes T 
(Bannert et al., 1999). Enfin, le facteur Er81 est aussi capable d’interagir et de coopérer avec 
CBP/p300 (Papoutsopoulou et Janknecht, 2000). 
 Il est difficile de tirer une réelle conclusion de tous ces travaux tant les systèmes 
utilisés sont disparates. De plus, les régions d’interactions sont très différentes selon les cas. 
 
 
Figure II-5 : Résumé des interactions entre les facteurs ETS et la machinerie transcriptionnelle. Les différents 
acteurs sont représentés : le complexe de remodelage de la chromatine (BRG/BRM qui est l’homologue humain de 
Swi/Snf), les enzymes à activité HAT comme CBP/p300, les complexes médiateurs comme hMED avec ses 
différentes sous-unités dont hSur-2, et le complexe ARN polymérase II avec les sous-unités TFII, la TBP + TAFs = 
TFIID. Les facteurs ETS sont représentés de manière schématique par un losange et les différentes interactions 
connues avec la machinerie transcriptionnelle sont signalées par des flèches. Pour la protéine CBP/p300 sont 
indiqués les domaines fonctionnels : C/H1, C/H2 et C/H3 = motifs à doigt de zinc riches en cystéine et histidine ; 
Bromo = Bromodomaine. Certaines protéines interagissant avec CBP/p300 sont aussi indiquées : RN = Récepteur 
Nucléaire, CREB : cAMP Response Element binding Protein, SRC-1 : Steroid Receptor Coactivator 1, TIF-2 : 
Transcriptional Intermediary Factor 2. A noter l’absence d’interactions entre les facteurs ETS et les complexes de 
remodelage de la chromatine. 
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Jusqu’à présent, aucune acétylation éventuelle d’un facteur ETS induite par CBP n’a été 
publiée et on ne sait toujours pas si les interactions CBP/ETS font partie d’un complexe 
transcriptionnel élargi (CBP, ETS et machinerie basale par exemple) ou si la présence de CBP 
permet au facteur ETS de mieux reconnaître un promoteur dans un contexte chromatinien. 
 
 II-3-1-5 ETS et complexe médiateur 
 Il n’existe pour l’instant qu’un seul cas décrivant l’interaction entre un facteur ETS et 
une sous-unité d’un complexe médiateur (Boyer et al., 1999). La recherche de cibles 
cellulaires de la protéine virale E1A dans les cellules HeLa a aboutit à l’identification de 
l’homologue humain de la protéine Sur-2 (Boyer et al., 1999). Cette protéine co-élue en gel 
filtration avec de nombreux facteurs transcriptionnels comme TFIIE, TFIIF ou TFIIH, ce qui 
suggère que Sur-2 fait partie d’un complexe médiateur homologue à ceux retrouvés chez la 
levure. En transfection transitoire, la surexpression de Sur-2 inhibe l’activité 
transcriptionnelle de E1A mais aussi celle du facteur ETS Elk-1. Ceci est en accord avec le 
fait que la protéine Sur-2 seule n’a pas d’activité de complexe médiateur mais que sa 
surexpression entraîne le blocage de l’activité du complexe médiateur endogène et ainsi 
inhibe E1A et Elk-1 (Boyer et al., 1999). Enfin, il n’y a pour l’instant aucune interaction 
décrite entre les facteurs ETS et les complexes de remodelage de la chromatine comme 
Swi/Snf (Figure II-5). 
 
 II-3-1-6 Conclusion 
 Les éléments que nous venons de voir donnent un début de réponse pour notre quête 
de ‘spécificité ETSienne’. Les différents phénotypes obtenus dans les expériences de 
recombinaison homologue ou de surexpression chez la souris, démontrent qu’il n’existe pas 
de redondance fonctionnelle immodérée dans la famille ETS mais qu’il y a bien au contraire 
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une place pour l’individualité. La divergence ‘structurale’ des domaines transactivateurs ainsi 
que les interactions protéiques différentielles dont ils sont capables contribuent certainement à 
cette spécificité. C’est particulièrement significatif dans le cas du facteur Pu-1 dont le 
domaine transactivateur est requis pour l’activation des gènes myéloïdes alors qu’il ne semble 
pas nécessaire aux gènes spécifiques des cellules B (Pongubala et Atchison, 1997; Dang et al., 
1998; Fisher et al., 1998). Il est intéressant de noter que l’on peut classer les facteurs ETS en 
sous-familles en fonction des homologies de leurs domaines transactivateurs (Figure II-4) au 
même titre que l’alignement phylogénétique réalisé sur la base des homologies du domaine 
ETS (Figure II-1) (Laudet et al., 1999). On retrouve d’ailleurs de manière remarquable la 
même organisation (Figures II-1 et II-4). Est-ce à dire que cette séparation constitue le reflet 
des propriétés biochimiques, moléculaires et fonctionnelles caractéristiques de chaque facteur 
ETS ? Je n’ai pas la réponse mais il semble bien que la grande conservation du domaine ETS 
soit contrebalancée par la diversité des autres domaines ainsi que les mécanismes de 
régulation qui s’y rattachent. Les domaines transactivateurs font partie du processus. Les 
différences de fonctions de Pu-1 ou ERM par exemple, s’expliquent en partie par les 
différences de leurs domaines transactivateurs et régulateurs et surtout par les potentielles 
interactions protéiques qui peuvent être mises en jeu. Cependant, leurs mécanismes d’action 
et leurs partenaires transcriptionnels connus aujourd’hui ne semblent pas suffisants et/ou assez 
diversifiés pour expliquer le rôle individuel de chaque facteur ETS (Figure II-5). D’autres 
mécanismes doivent donc exister pour assurer cette spécificité et la répression en est un. 
 
 II-3-2 Les domaines répresseurs 
 II-3-2-1 Définition 
 Il existe a priori trois mécanismes généraux par lesquels un facteur de transcription est 
capable de réprimer l’expression d’un gène (Johnson, 1995; Roberts, 2000). Brièvement, un 
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répresseur peut agir en empêchant l’association d’un activateur avec un promoteur 
(compétition pour le même site). Il peut aussi bloquer directement l’activité transcriptionnelle 
d’un facteur. C’est le cas par exemple de Rb qui inhibe l’activité de Elf-1 en bloquant 
directement son domaine transactivateur (Wang et al., 1993). Le troisième mécanisme appelé 
‘répression vraie’ implique des domaines répresseurs qui ont des effets négatifs sur la 
machinerie transcriptionnelle basale. Cela peut passer par exemple par un blocage de la 
formation du complexe de pré-initiation ou bien par une activité HDAC. Tous ces 
mécanismes se retrouvent à l’intérieur de la famille ETS mais c’est surtout de ‘répression 
vraie’ dont nous allons parler avec les exemples des facteurs YAN, ERF, NET et TEL (Figure 
II-6) (Mavrothalassitis et Ghysdael, 2000). 
 
Figure II-6 : Les domaines répresseurs de la famille ETS. Le domaine ETS est représenté en rouge, le 
domaine Pointed (SAM/PNT) en bleu turquoise. ERD : ERF Repression Domain (Sgouras et al., 1995), B : 
Boîte B nécessaire à l’interaction avec SRF, NID : NET Inhibitory Domain (Giovane et al., 1994; Maira et 
al., 1996), CID : CtBP Interaction Domain (Criqui-Filipe et al., 1999), C : Domaine C cible des MAP 
kinases, SAM/PNT : domaine Pointed, CR : Central Region (Chakrabarti et Nucifora, 1999; Lopez et al., 
1999), CTR : Carboxy-Terminal Region (Lopez et al., 1999; Wang et Hiebert, 2001). 
 
 II-3-2-2 L’œil de Drosophile 
 Historiquement, c’est chez la Drosophile qu’a été identifié le premier répresseur 
transcriptionnel de la famille ETS (Lai et Rubin, 1992; O'Neill et al., 1994). Ce facteur appelé 
YAN, avait en effet été mis en évidence sur la base d’une répression de la différenciation 
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neuronale des photorécepteurs R7 lors de la formation de l’œil (Lai et Rubin, 1992; O'Neill et 
al., 1994). Le mécanisme de répression passe par un antagonisme de fonction avec un autre 
facteur ETS appelé Pointed-P2 (Figure II-7). En absence de signaux extracellulaires, la 
protéine YAN est nucléaire et réprime probablement ses gènes cibles. Suite à l’activation des 
kinases de la voie Sevenless, YAN se retrouve phosphorylé et certainement dégradé dans le 
cytoplasme (Rebay et Rubin, 1995). De manière concomitante, la voie Sevenless phosphoryle 
aussi la protéine Pointed-P2 qui va activer les gènes nécessaires à la différenciation des 
photorécepteurs R7, en coopération avec JUN (Brunner et al., 1994; Treier et al., 1995). 
Cependant aucun gène cible de YAN ou de Pointed-P2 n’a encore pu être identifié et on ne 
sait toujours pas si YAN contient un ou des domaines répresseurs autonomes 
(Mavrothalassitis et Ghysdael, 2000). Néanmoins, la différenciation de l’œil de Drosophile 
fournit un très joli modèle ‘binaire’ dans lequel un facteur ETS activateur est inhibé par un 
facteur ETS répresseur, tout cela sous l’influence de la même voie de signalisation (Figure II-
7). Ce système ressemble à la différenciation hématopoïétique des Mammifères dans laquelle 
l’engagement d’une voie n’est possible que si les voies parallèles sont inhibées (Orkin, 2000). 
Cela permet d’assurer un contrôle strict et concerté des gènes cibles spécifiques de la voie 
considérée. 
 
Figure II-7 : Modèle de l’antagonisme fonctionnel Pointed/YAN lors de la détermination de l’œil chez 
la Drosophile. La cascade de signalisation en aval de RAS est indiquée. En absence de signal, YAN est 
actif et réprime la transcription de gènes nécessaires à la différenciation des photorécepteurs R7. Pointed-
P2 (PNT) est présent mais inactif. L’activation de la voie RAS va induire la phosphorylation de PNT et 
YAN et provoquer une commutation des activités. YAN est inhibée et probablement dégradée alors que 
PNT est activée. 
R A S R A F D S O R R O L L E D
P N T Y A N
G è n e s  c i b l e s
E B S
A u t r e s  e f f e c t e u r s
S p é c i f i c a t i o n  d e s  p h o t o - r é c e p t e u r s  R 7
Sevenless
 66
 II-3-2-3 Le cas de la protéine ERF 
 La protéine ERF (‘ETS-2 Repressor Factor’) a été mise en évidence grâce à sa 
capacité à lier le promoteur du gène ETS-2 (Sgouras et al., 1995). ERF est un répresseur 
transcriptionnel qui agit par l’intermédiaire d’un domaine situé en C-terminal de la protéine 
appelé ERD (‘ERF Repression Domain’) (Figure II-6). Le mécanisme d’action n’est pas 
encore connu et ne semble pas passer par l’association avec le complexe répresseur 
Sin3A/NCoR (Heinzel et al., 1997). Comme YAN, la protéine ERF est régulée par la voie 
RAS/ERK. La phosphorylation de ERF semble inhiber son activité répressive (Sgouras et al., 
1995). Il n’existe pas plus d’informations pour le moment. 
 
 II-3-2-4 ETS et activité HDAC 
 NET. La protéine NET est un membre ETS de la sous-famille TCF capable de réguler 
des gènes inductibles par le sérum en partenariat avec le facteur SRF (Giovane et al., 1994). 
Comme les autres facteurs TCF, la protéine NET est constituée du domaine ETS, d’une boîte 
B impliquée dans le recrutement de SRF et d’un domaine C qui est régulé par phosphorylation 
(Figure II-6). Par contre, au contraire des autres TCF, NET est un répresseur transcriptionnel 
(Maira et al., 1996). Cette protéine contient en fait deux domaines inhibiteurs autonomes 
(Figure II-6) dont l’un interagit avec le co-répresseur CtBP qui induit le recrutement 
d’enzymes à activité HDAC (Criqui-Filipe et al., 1999). Le mécanisme de répression 
impliquant l’autre domaine est beaucoup moins clair (Maira et al., 1996). De manière 
intéressante, l’activation de NET par la voie RAS/ERK le commute en activateur 
transcriptionnel. Ce mécanisme de régulation permettrait donc à un même facteur ETS 
d’activer ou de réprimer la transcription en fonction des voies de signalisation en amont 
(Giovane et al., 1994). Cette régulation semble impliquer aussi l’exportation nucléaire de 
NET (Ducret et al., 1999; Ducret et al., 2000). 
 67
 Le facteur NET pourrait aussi contribuer à la régulation du gène c-Fos (Giovane et al., 
1997). Cependant, une étude récente suggère plutôt que la protéine ELK-1, un autre facteur 
TCF, est capable à la fois d’activer et de réprimer c-Fos (Yang et al., 2001). Cette répression 
implique directement le domaine ETS qui recrute le complexe répresseur mSin3A/HDAC-1. 
Dans ce cas, la phosphorylation de ELK-1 par la voie RAS/ERK stimule l’interaction avec 
mSin3A/HDAC-1. De manière remarquable, la cinétique du recrutement du complexe co-
répresseur suit la cinétique de répression du gène c-Fos (Yang et al., 2001). Cependant, ELK-
1 est avant tout considéré comme un activateur transcriptionnel qui est capable de recruter la 
protéine CBP/p300 (Nissen et al., 2001). La répression dépendante des HDAC pourrait offrir 
une alternative permettant au gène c-Fos de s’exprimer temporellement jusqu’à un certain 
‘degré d’activité’ (Yang et al., 2001). L’échange entre ELK-1 et le répresseur NET (Giovane 
et al., 1997) ou entre ELK-1 et le facteur répresseur Id (Yates et al., 1999) pourrait contribuer 
à amplifier ce mécanisme. 
 TEL. En transfection transitoire, le facteur TEL est capable de réprimer l’expression 
d’un promoteur artificiel ou naturel (Lopez et al., 1999). Cette activité requiert la propriété de 
dimérisation de TEL (Jousset et al., 1997; Lopez et al., 1999). Le domaine de répression 
majeur se situe dans la région centrale de la protéine (Figure II-6) (Chakrabarti et Nucifora, 
1999; Lopez et al., 1999). Le domaine de dimérisation SAM/PNT semble aussi avoir des 
propriétés répressives (Chakrabarti et Nucifora, 1999; Fenrick et al., 1999). Un autre domaine 
de répression autonome (CTR pour ‘Carboxy Terminal Region’) a aussi été identifié en amont 
du domaine ETS (Lopez et al., 1999; Wang et Hiebert, 2001). Tous ces travaux convergent 
pour indiquer que l’activité répressive de TEL dépend du recrutement de complexes histones 
déacétylases (Mavrothalassitis et Ghysdael, 2000). TEL est ainsi capable de recruter les 
facteurs mSin3A, SMRT, N-CoR et HDAC3 (Chakrabarti et Nucifora, 1999; Fenrick et al., 
1999; Guidez et al., 2000; Wang et Hiebert, 2001). Au niveau fonctionnel, TEL module la 
 
 
Figure II-8 : Résumé des interactions entre les facteurs ETS et les complexes répresseurs. Les différents acteurs 
sont représentés : le complexe de remodelage de la chromatine (BRG/BRM qui est l’homologue humain de 
Swi/Snf), les enzymes à activité HDAC et leurs protéines associées, les complexes médiateurs comme hMED avec 
ses différentes sous-unités dont hSur-2, et le complexe ARN polymérase II avec les sous-unités TFII, la TBP + 
TAFs = TFIID. Les facteurs ETS sont représentés de manière schématique par un losange et les différentes 
interactions connues avec les co-répresseurs sont signalées par des flèches. Le blocage de la transcription est 
schématisée par un rond barré.  
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croissance cellulaire en bloquant le cycle cellulaire en phase G1 et inhibe la transformation de 
cellules induites par RAS (Fenrick et al., 2000; Rompaey et al., 2000). TEL serait en 
particulier capable d’inhiber l’expression de la stromélysine-1, une métalloprotéinase 
impliquée dans le développement des tumeurs (Fenrick et al., 2000). Le mécanisme de 
répression impliquerait directement la capacité de TEL à recruter les enzymes à activité 
HDAC puisque des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont montré que la 
présence de TEL réduisait l’association de l’histone H3 avec le promoteur de la stromélysine-
1 (Wang et Hiebert, 2001). Enfin l’activité répressive de TEL est directement impliquée dans 
le phénotype des leucémies lymphoïdes aiguës portant la translocation t(12;21) (voir 
paragraphe II-4). 
 
 II-3-2-5 Conclusion 
 Bien que les facteurs ETS soient avant tout considérés comme des activateurs 
transcriptionnels, de nombreuses évidences indiquent aussi qu’ils peuvent réprimer la 
transcription (Mavrothalassitis et Ghysdael, 2000). Cette répression peut simplement 
représenter uen interaction croisée avec un autre facteur de transcription comme pour les cas 
de ETS-1/MAFB (Sieweke et al., 1996) ou de ETS2/ERG (Butticè et al., 1996). Dans ce cas, 
un facteur ETS activateur peut devenir répresseur en fonction du promoteur ciblé et des 
partenaires impliqués. Cependant, la répression ‘active’ impliquant les systèmes de 
déacétylation des histones existe aussi chez les facteurs ETS. Les récents travaux sur ELK-1 
suggèrent en particulier qu’un facteur ETS peut tout aussi bien activer la transcription en 
recrutant des co-activateurs comme CBP/p300, mais aussi la réprimer en recrutant des 
complexes co-répresseurs (Nissen et al., 2001; Yang et al., 2001). Tout comme dans le 
système YAN/PTN, cette dichotomie semble être régulée par les signaux extracellulaires et 
offre ainsi un niveau supplémentaire de régulation pour les facteurs ETS (Figure II-8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-9 : Alignement des séquences des domaines SAM/PNT des facteurs ETS ETS-1, ETS-2, Pnt-P2, GABPα, Fli-1, Erg, Tel, Yan ainsi que les facteurs 
Polycomb Ph1, ph, scm, la molécule de signalisation Mae et le récepteur tyrosine kinase EphA4 d’après Slupsky et al., 1998, Stapleton et al., 1999 et Kim et al., 2001. 
L’origine murine (m), drosophile (d), ou humaine (h) est indiquée. La position des résidus très conservés est indiquée par des carrés noirs. Les acides aminés dont la 
mutation abolit la dimérisation de TEL sont en jaune (Fenrick et al., 1999). Les deux surfaces d’oligomérisation de TEL décrites dans la cristallographie sont 
représentées en bleu ciel (surface ML pour ‘Mid-Loop’) et en vert (surface EH pour ‘End-Helix’) (Kim et al., 2001). Les acides aminés présents à l’interface de 
dimérisation de EphA4 sont en rouge (Stapleton et al., 1999). Les cinq hélices α du domaine SAM/PNT de ETS-1 sont représentées par des cylindres grisés (Slupsky et 
al., 1998; Kim et al., 2001) et celles de EphA4 par des cylindres blancs (Stapleton et al., 1999). 
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 II-3-3 Vous reprendrez bien un autre domaine : le domaine POINTED 
 Certains facteurs ETS partagent, en plus du domaine de liaison à l’ADN, un deuxième 
domaine conservé appelé POINTED (Figures II-1, II-4, II-9 et II-10). C’est le cas des 
protéines ETS-1, ETS-2, GABPα, ERG, FLI-1, ESE-1 et TEL chez les Mammifères et de 
Pointed-P2, Elg et Yan chez la Drosophile. La fonctionnalité de ce domaine reste peu connue 
même si nous avons déjà vu qu’il était impliqué dans le recrutement de co-répresseurs dans le 
cas du facteur TEL. 
 
 II-3-3-1 Les tracas de sa dénomination 
 Des comparaisons de séquences entre les premiers facteurs ETS identifiés, avaient mis 
en évidence dès 1989 une conservation significative dans deux régions protéiques distinctes : 
une région appelée A et une région appelée C (Papas et al., 1989). Le domaine C se révélant 
par la suite être le domaine de liaison à l’ADN (Karim et al., 1990). Le domaine A a aussi été 
appelé HLH (‘Helix-Loop-Helix’) suite aux analyses de prédiction de structures secondaires 
qui avaient suggéré l’existence d’une homologie les facteurs de transcription de type bHLH 
(Seth et Papas, 1990). Ce domaine fait partie du domaine régulateur de la transcription (REG) 
caractérisé lors des études d’analyse des propriétés transcriptionnelles des facteurs Ets-1 et 
Ets-2 chez le poulet (Schneikert et al., 1992). Ce domaine a aussi pris le nom de POINTED 
(PNT) en 1993 suite au clonage du gène du même nom chez la Drosophile (Klämbt, 1993). 
 Plusieurs alignements de séquences ont récemment montré que le domaine PNT 
partage une certaine homologie avec d’autres domaines protéiques retrouvés chez les facteurs 
homéotiques du groupe Polycomb (PcG) tels que Ph (‘Polyhomeotic’) et Scm (‘Sex comb on 
midleg’) chez la Drosophile, Mph1 (‘Murine polyhomeotic’) chez la Souris ou encore la 
kinase Byr2 chez la levure (Figure II-9) (Bornemann et al., 1996; Alkema et al., 1997; 
Gunster et al., 1997). Chacun voulant y aller de son petit nom, le domaine PNT se rencontre 
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donc aussi sous les dénominations SAM (‘Sterile Alpha Module’), SPM (‘Scm et Ph common 
Module’) ou SEP (‘yeast Sterility-Ets related-PcG proteins’) (Schultz et al., 1997). Bref, ce 
domaine existe maintenant dans les banques de données en tant que domaine SAM/PNT 
(Schultz et al., 2000) et c’est donc ainsi que je l’appellerai. 
 
 II-3-3-2 Quelles fonctions ? 
 Malgré les faibles homologies de séquences qui existent entre le domaine SAM/PNT 
des facteurs ETS et celui des facteurs Polycomb (Figure II-9), la plupart semble partager des 
propriétés d’interactions protéiques (Bornemann et al., 1996; Alkema et al., 1997; Gunster et 
al., 1997; Jousset et al., 1997). C’est particulièrement vrai pour les membres du groupe 
Polycomb qui agissent comme répresseurs des gènes homéotiques sous forme de complexes 
multi-protéiques (Alkema et al., 1997). Les récepteurs tyrosine kinases de type Eph (Ephrine) 
forment aussi des dimères par l’intermédiaire d’un domaine SAM/PNT (Stapleton et al., 
1999). Les premières données qui ont suggéré que le domaine SAM/PNT des facteurs ETS 
avait des propriétés d’interactions protéiques sont venues des études fonctionnelles de 
leucémies myéloïdes et lymphoïdes impliquant le facteur TEL (Golub et al., 1997). TEL a en 
effet été initialement cloné lors de la découverte d’une protéine de fusion TEL-PDGFRβ 
(‘Translocated ETS Leukemia- Platelet Derived Growth Factor Receptor β’) retrouvée 
associée aux leucémies myélo-monocytiques (CMML) portant la translocation 
chromosomique t(5;12) (Golub et al., 1994). Cette protéine de fusion associe la région N-
terminale de TEL qui contient le domaine SAM/PNT à la région C-terminale du récepteur au 
PDGF qui conserve son domaine tyrosine kinase (voir paragraphe II-4) (Golub et al., 1994). 
Une fusion similaire TEL-ABL se retrouve dans des leucémies portant la translocation 
t(9;12;14) (Papadopoulos et al., 1995). Dans les deux cas, les propriétés oncogéniques des 
protéines de fusion s’expliquent par une dimérisation constitutive des portions récepteur 
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tyrosine kinase qui est due à l’apport du domaine SAM/PNT du facteur TEL (Golub et al., 
1994; Papadopoulos et al., 1995; Golub et al., 1996). 
 Ce domaine est aussi requis pour l’oligomérisation des protéines TEL (Jousset et al., 
1997). Cette propriété semble spécifique de TEL puisque l’échange de son domaine 
SAM/PNT avec celui des protéines ETS-1, ERG et GABPα supprime cette propriété 
d’oligomérisation (Jousset et al., 1997). Par contre, il n’a pour l’instant pas été possible de 
détecter des interactions TEL/Polycomb (Lopez et al., 1999). Tous ces résultats suggèrent que 
le domaine SAM/PNT de TEL est un domaine d’interaction protéique, au même titre que 
celui des protéines Polycomb. Cependant, celui de TEL ne semble induire que des interactions 
homotypiques (TEL/TEL). Ce n’est pas tout à fait vrai puisqu’un criblage en double hybride 
d’une banque d’ADNc de cellules hématopoïétiques avec TEL comme appât, a identifié le 
facteur FLI-1 comme partenaire (Kwiatkowski et al., 1998). Tous les clones positifs 
contiennent le domaine SAM/PNT de FLI-1. Toutefois, la confirmation de son implication 
directe dans les interactions TEL/FLI-1 n’a pas été faite (Kwiatkowski et al., 1998). Il est 
cependant intéressant de noter que ces interactions semblent à l’origine d’un antagonisme 
fonctionnel. L’activité de FLI-1 sur le promoteur GPIX, spécifique des mégacaryocytes, est en 
effet inhibée par la présence de TEL (Kwiatkowski et al., 1998; Kwiatkowski et al., 2000). Le 
mécanisme de cette répression n’a pas encore été identifié. En particulier, on ne sait pas si 
cette répression correspond à un blocage d’une fonction transactivatrice de FLI-1 par TEL ou 
bien si la présence de TEL permet par exemple le recrutement de co-répresseurs 
(Kwiatkowski et al., 1998; Kwiatkowski et al., 2000). Nous verrons aussi, lors de la 
présentation de la publication numéro 1, que le domaine SAM/PNT de ERG est impliqué dans 
la dimérisation de ces protéines. Enfin, comme je l’ai déjà évoqué dans le paragraphe II-3-2-4, 
les propriétés répressives de TEL sont liées à sa capacité d’interaction avec des co-
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répresseurs, fonction qui nécessite la présence du domaine SAM/PNT (Fenrick et al., 1999; 
Wang et Hiebert, 2001). 
 L’approche par double hybride avec ETS-1 comme appât a permis d’identifier deux 
autres partenaires d’interactions que sont les protéines UBC9 (‘UBiquitin Conjugating 
enzyme’) et EAP1/Daxx (‘ETS-1 Associated Protein 1/Fas Death domain Associated 
protein’) (Hahn et al., 1997; Li et al., 2000). UBC9 stimule in vitro l’activité 
transcriptionnelle de ETS-1 grâce à une interaction physique directe impliquant en particulier 
le domaine SAM/PNT (Hahn et al., 1997). De manière intéressante, l’interaction TEL/UBC9 
a aussi été détectée récemment (Chakrabarti et al., 1999). C’est encore une fois le domaine 
SAM/PNT qui est impliqué dans l’interaction qui permet dans ce cas à TEL de devenir un 
activateur transcriptionnel (Chakrabarti et al., 1999). Cependant, le recrutement de la protéine 
UBC9 ne semble pas spécifique du domaine SAM/PNT puisque ELF-1, PU-1 et NET, qui ne 
contiennent pas de domaine SAM/PNT, sont aussi capables d’interagir in vitro avec UBC9 
(Hahn et al., 1997). 
 Enfin, la recherche de cofacteurs de la protéine de Drosophile Yan par double hybride 
a mis en évidence récemment une protéine appelée Mae pour ‘Modulator of the activity of 
Ets’ (Baker et al., 2001). Cette protéine ne fait que 177 acides aminés et interagit 
physiquement avec Yan ou Pointed via son domaine SAM/PNT. De manière très intéressante, 
Mae joue le rôle d’une protéine intermédiaire entre ces facteurs ETS et les MAP kinases. La 
phosphorylation de Yan par Erk dépend ainsi de la présence de Mae (Baker et al., 2001). 
L’existence de ce domaine d’interactions protéiques SAM/PNT dans des protéines allant du 
récepteur membranaire, en passant par des protéines de signalisation à domaine SH2 ou des 
protéines intermédiaires comme Mae, jusqu’à des facteurs de transcription (Schultz et al., 
1997) me pousse à l’audace spéculative suivante : il est en effet très tentant d’imaginer 
l’existence de voies de signalisation spécifiques qui n’impliqueraient que des protéines à 
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domaine SAM/PNT. Le cheminement d’un signal pourrait ainsi se propager de manière ‘très 
rapide’ et contrôlée uniquement par interactions différentielles entre protéines à domaine 
SAM/PNT. 
 Originellement identifié comme un domaine régulant les propriétés transactivatrices de 
ETS-1 et ETS-2 (Schneikert et al., 1992), le domaine SAM/PNT s’est donc découvert des 
affinités d’interface protéique. La faible conservation de ce domaine chez les facteurs ETS 
(Figure II-9) n’est pas propice à l’identification des déterminants portant les propriétés 
d’interactions protéiques mais contribue certainement à la diversité des partenaires déjà 
identifiés. La détermination récente de la structure des domaines SAM/PNT de ETS-1 et TEL 
ainsi que celle du domaine de dimérisation du récepteur tyrosine kinase EphA4 ont apporté 
quelques précisions supplémentaires (Slupsky et al., 1998; Stapleton et al., 1999; Kim et al., 
2001). 
 
 II-3-3-3 La structure du domaine SAM/PNT 
 L’étude structurale du domaine SAM/PNT de ETS-1 a montré qu’il ne ressemblait en 
rien au motif HLH comme il avait été précédemment suggéré (Seth et Papas, 1990; Slupsky et 
al., 1998). La structure ressemble à une pelote hydrophobe constituée de cinq hélices α 
(Figures II-9 et II-10) (Slupsky et al., 1998). Le cœur est formé des hélices H2 à H5 alors que 
l’hélice H1 apparaît plus exposée au solvant (Figure II-10). L’interface potentielle 
d’interaction protéique est constituée des hélices H4-H5 et de la boucle suivant H2 plus 
l’hélice H3. Les acides aminés de cette région ne sont pas complètement conservés entre ETS-
1 et les autres facteurs ETS (Figure II-9), ce qui serait en faveur d’une spécificité 
d’interactions protéiques (Slupsky et al., 1998). Le domaine SAM/PNT de ETS-1 est 
monomérique en solution (Slupsky et al., 1998), alors que celui de TEL s’agrège et est 
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fortement insoluble (Kim et al., 2001), ce qui renforce le fait qu’il soit incapable de former 
des homodimères au contraire de celui de TEL (Jousset et al., 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II-10 : Structure tertiaire du domaine SAM/PNT de ETS-1 et TEL. (A) Structure du domaine SAM/PNT 
de ETS-1 déterminée par résonance nucléaire magnétique (RMN) d’après Slupsky et al., 1998. Les cinq hélices 
α sont colorées et indiquées H1, H2, H3, H4, H5 alors que le reste de la chaîne polypeptidique est coloré en gris. 
Le site de phosphorylation correspondant à la thréonine 38 (Yang et al., 1996) est indiqué et se situe dans une 
région non structurée du domaine. (B) Structure du domaine SAM/PNT de TEL déterminée par cristallographie 
d’après Kim et al., 2001. L’interface de polymérisation est indiquée. Les résidus hydrophobes qui forment le 
cœur de l’interface d’interaction sont en verts (voir figure II-8). La mutation V80E qui permet de solubiliser le 
domaine est en jaune. Les résidus chargés négativement sont en rouge et ceux chargés positivement sont en bleu. 
 
 La faible conservation de séquence de l’hélice H1 ainsi que sa position particulière 
dans la structure (Figures II-9 et II-10) a aussi fait suggérer aux auteurs qu’elle pouvait ne pas 
être présente dans tous les domaines SAM/PNT des facteurs ETS (Slupsky et al., 1998). Cela 
semble en effet le cas puisque cette hélice n’a pas été identifiée dans la structure du domaine 
SAM/PNT de TEL (Kim et al., 2001). De manière similaire, cette hélice n’est pas non plus 
présente dans le récepteur tyrosine kinase EphA4 alors qu’il existe bien sous forme de dimère 
en solution (Figure II-9) (Stapleton et al., 1999). Le domaine SAM/PNT du récepteur EphA4 
est aussi formé de cinq hélices α mais qui se retrouvent décalées par rapport à la structure 
primaire du domaine de ETS-1 (Figure II-9). Pour compliquer le tout, les résidus présents à 
l’interface de dimérisation du récepteur ne sont pas conservés dans les facteurs ETS (Figure 
H1 
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H3 
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II-9) (Stapleton et al., 1999). Bref, plus qu’une homologie de séquence, il existe une 
homologie de structure entre tous ces domaines. Les propriétés d’homodimérisation sont peut-
être liées à l’accessibilité du domaine dans le contexte de la protéine totale. Le fait que la 
surface de dimérisation du domaine SAM/PNT de EphA4 se situe aux extrémités N et C-
terminales suggère fortement que la position du domaine influe sur sa capacité à dimériser 
(Stapleton et al., 1999). Le remplacement du domaine SAM/PNT de TEL par ceux de ETS-1, 
ERG ou GABPα qui abolit la dimérisation de TEL, est en accord avec cette hypothèse 
(Jousset et al., 1997). Cependant l’expérience inverse n’a pas été réalisée. Néanmoins, la 
résolution de la structure du domaine SAM/PNT de TEL a démontré récemment qu’il existe 
sous forme de polymère (Figure II-10) (Kim et al., 2001). L’interface de dimérisation est 
constituée d’un cœur hydrophobe dont certains résidus ne sont conservés que dans le domaine 
SAM/PNT de Yan (Figures II-9 et II-10). En particulier, les auteurs suggèrent que l’existence, 
chez les autres facteurs ETS, d’une histidine à la place d’une leucine, ainsi que d’un acide 
glutamique et d’une lysine, pourrait perturber le cœur hydrophobe et ainsi empêcher la 
dimérisation (Kim et al., 2001). Ceci est d’autant plus vrai que la résolution de la structure du 
domaine SAM/PNT de TEL n’a été possible qu’en introduisant une mutation valine 80 en 
acide glutamique qui permet de solubiliser le complexe (Figure II-10) (Kim et al., 2001). Il 
est aussi intéressant de noter que ce domaine dans TEL est ‘moins central’ que celui des 
autres facteurs ETS (Figure II-1). D’autre part, la position des mutations abolissant la 
dimérisation de TEL-AML1 (Fenrick et al., 1999) est compatible avec la surface de 
dimérisation identifiée par la cristallographie (Figure II-9) (Kim et al., 2001). Tous ces 
résultats suggèrent que la position du domaine SAM/PNT dans le contexte des protéines ETS 
entières ainsi que les subtiles modifications de sa composition en acides aminés contribuent 
aux différences de comportement observées en particulier entre ETS-1 et TEL. Cette variété 
de propriétés contribue certainement à la diversité biologique des facteurs ETS. 
 
Pathologies Facteur ETS impliqués Altérations Références 
Cancer invasif  ETS-1 Sur-expression de ETS-1 (Nakayama et al., 1996; Behrens et al., 2001) 
Syndrome de Down ETS-2 Sur-expression de ETS-2 (Sumarsono et al., 1996) 
Tumeurs d'Ewing t(21;22) EWS/ERG (Sorensen et al., 1994; Zucman et al., 1993) 
Leucémies myéloïdes chroniques 
ERG 
t(16;21) TLS-FUS/ERG (Shimizu et al., 1993; Ichikawa et al., 1994) 
Tumeurs d'Ewing t(11;22) EWS/FLI-1 (Delattre et al., 1992) 
Leucémies de Friend insertion rétrovirale (Ben-David et al., 1991) 
Lupus Erythémateux sur-expression de Fli-1, modèle de souris transgénique (Zhang et al., 1995) 
Syndrome de Jacobsen 
FLI-1 
perte du bras long du chromosome 11 (Hart et al., 2000a) 
Tumeurs d'Ewing FEV t(2;22) EWS/FEV (Peter et al., 1997) 
Tumeurs d'Ewing E1AF t(17;22) EWS/E1AF (Urano et al., 1996) 
Cancer du sein  ERM Sur-expression de ERM (Kaya et al., 1996; Baert et al., 1997) 
Cancer du sein  ER81 Sur-expression de ER81 (Baert et al., 1997) 
Tumeurs d'Ewing ETV1 t(7;22) EWS/ETV1 (Jeon et al., 1995) 
Leucémies aiguës lymphoblastiques B  t(12;21) TEL/AML1 (Golub et al., 1995; Romana et al., 1995) 
Leucémies aiguës myélomonocytaires  t(1;12) TEL/ARNT (Salomon-Nguyen et al., 2000) 
Leucémies aiguës myélomonocytaires  t(5;12) TEL/PDGFRβ (Golub et al., 1994) 
Leucémies aiguës lymphoblastiques B  t(9;12) TEL/ABL (Papadopoulos et al., 1995) 
Leucémies aiguës lymphoblastiques B  t(9;12) TEL/JAK2 (Lacronique et al., 1997) 
Leucémies aiguës myélomonocytaires  t(12;15) TEL/TRKC (Eguchi et al., 1999) 
Hémopathies myéloïdes 
TEL 
t(12;22) MN1/TEL (Buijs et al., 1995) 
Cancer du sein  ESX sur-expression de ESX (Chang et al., 1997) 
Leucémies de Friend PU-1/SPI-B insertion rétrovirale (Moreau-Gachelin et al., 1988) 
 
Tableau II-6 : Implications des facteurs ETS dans des pathologies. Le nom des pathologies ainsi que les altérations moléculaires associées sont indiqués. 
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II-4 ETS et les pathologies 
 
 La conversion d’une cellule normale en une cellule cancéreuse est le résultat d’un 
processus moléculaire complexe qui se traduit par une succession d’altérations génétiques et 
qui aboutit dans tous les cas à un avantage de croissance sélectif. Les cellules malignes 
présentent a priori des défauts dans tous les mécanismes qui régulent la prolifération normale 
et l’homéostasie cellulaire. Les nouvelles capacités acquises lors du développement tumoral 
peuvent ainsi se classer en six altérations majeures (Hanahan et Weinberg, 2000) : (1) 
prolifération en absence de signal mitogène (auto-suffisance), (2) insensibilité aux signaux 
inhibiteurs de la croissance cellulaire (blocage de l’anti-prolifération), (3) résistance aux 
mécanismes d’apoptose (immortalité), (4) potentiel réplicatif infini, (5) angiogenèse et (6) 
pouvoir invasif et métastasique. La plupart des cellules partagent ces six potentialités mais les 
mécanismes qui aboutissent à ces dérégulations peuvent être très différents selon les types de 
cancer (Hanahan et Weinberg, 2000). 
Nous avons vu que les facteurs ETS jouent des rôles importants dans de nombreux 
processus régulant la prolifération et la différenciation lors du développement embryonnaire 
et chez l’adulte. C’est donc tout naturellement que l’on retrouve un grand nombre de facteurs 
ETS associés à diverses pathologies cancéreuses (Tableau II-6) (Dittmer et Nordheim, 1998). 
 
 II-4-1 Auto-suffisance 
 Le passage d’un état quiescent à un état de prolifération dépend de signaux mitogènes 
qui se transmettent par l’intermédiaire de récepteurs transmembranaires capables de fixer des 
molécules de signalisation comme des facteurs de croissance, des composants de la matrice 
extracellulaire ou des molécules d’adhérence. A ma connaissance, aucune cellule normale 
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n’est capable de proliférer en absence d’une telle stimulation. C’est ainsi que de nombreux 
oncogènes induisent la transformation des cellules en mimant un signal mitogène normal. 
Cette acquisition ‘d’autonomie’ peut refléter une altération des signaux extracellulaires, des 
transmetteurs de ces signaux ou bien encore de leurs gènes cibles (Hanahan et Weinberg, 
2000). Certains facteurs ETS se retrouvent associés à ces dérégulations, et les exemples les 
plus significatifs viennent des translocations chromosomiques impliquant le facteur TEL, qui 
sont à l’origine d’altérations structurales de certains récepteurs tyrosine kinase aboutissant à 
leurs activations constitutives indépendamment de leurs ligands (Dittmer et Nordheim, 1998). 
 
 II-4-1-1 TEL : Docteur Jekyll ou Mr Hyde ? 
 Il existe a priori quatre cas de leucémies dans lesquelles on retrouve le gène TEL 
humain fusionné à des gènes codant des récepteurs à activité tyrosine kinase (Golub et al., 
1994; Papadopoulos et al., 1995; Lacronique et al., 1997; Eguchi et al., 1999). Le gène TEL a 
ainsi été cloné en vertu de son implication dans des leucémies myélomonocytaires chroniques 
(CMML) portant la translocation t(5;12) (Golub et al., 1994). Ces translocations sont à 
l’origine d’une protéine de fusion qui associe la région N-terminale de la protéine TEL 
contenant le domaine SAM/PNT à la région C-terminale du récepteur au PDGF gardant son 
domaine tyrosine kinase (Golub et al., 1994). Des fusions similaires sont retrouvées dans des 
leucémies lymphoblastiques ou myéloïdes aiguës (ALL ou AML) portant deux translocations 
t(9;12) indépendantes (Papadopoulos et al., 1995; Lacronique et al., 1997) et qui génèrent 
deux protéines de fusion TEL-ABL (kinase ABeLson) et TEL-JAK2 (‘JAnus Kinase/Just 
Another Kinase’). TEL se retrouve aussi associé au gène TRKC/NTRK3 (‘Tyrosine Receptor 
Kinase-C/Neurotrophin Receptor Kinase 3’) codant le récepteur à la neurotrophine dans des 
leucémies myéloïdes portant la translocation t(12;15) (Eguchi et al., 1999). Le caractère 
leucémogène de ces réarrangements chromosomiques résulte de la stimulation permanente 
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des récepteurs tyrosine kinase suite à l’acquisition nouvelle, par les protéines chimères, d’une 
capacité de dimérisation. Cette propriété est directement liée à la présence du domaine 
SAM/PNT amené par la portion TEL (Figure II-11). Ce mécanisme d’activation a été 
largement corroboré dans des modèles cellulaires et animaux (Golub et al., 1996; Jousset et 
al., 1997; Lacronique et al., 1997; Schwaller et al., 1998; Tomasson et al., 2000). On peut 
noter en particulier que ces récepteurs tyrosine kinase se retrouvent phosphorylés de manière 
constitutive indépendamment des facteurs mitogènes comme l’interleukine-3 (Lacronique et 
al., 1997; Schwaller et al., 1998; Tomasson et al., 2000). La malignité peut aussi s’expliquer 
par la dérégulation de cibles plus en aval comme dans le cas dans la fusion TEL/JAK2, où 
l’activation de la kinase aboutit à l’activation constitutive du facteur de transcription STAT5 
(Lacronique et al., 1997). Tous ces résultats suggèrent que l’altération des voies de 
transductions impliquant les récepteurs tyrosine kinase PDGFRβ, ABL, JAK2 ou TRKC, 
ainsi que celle des gènes cibles se situant en aval de ces voies, participent à la dérégulation de 
la prolifération cellulaire. 
 
Figure II-11 : Mécanisme d’activation constitutive du récepteur au PDGF suite à la fusion de sa partie 
récepteur kinase avec le domaine de dimérisation SAM/PNT du facteur TEL. En situation normale, l’activation 
du récepteur (dimérisation puis phosphorylation de résidus tyrosine) est induite par la liaison de son ligand. 
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Dans les leucémies myélomonocytaires chroniques à translocation t(5;12), la présence du domaine SAM/PNT 
de TEL dans la protéine de fusion TEL/PDGFRβ induit la dimérisation du récepteur en absence de son ligand. 
Les fusions TEL/ABL, TEL/JAK2 et TEL/TRKC sont de même nature. 
 Le mécanisme d’activation constitutive du récepteur n’exclut pas la possibilité d’une 
interférence de fonction avec le rôle normal du facteur TEL ou d’autres facteurs ETS. In vitro, 
la fusion TEL/PDGFRβ est capable de dimériser avec la protéine TEL normale (Jousset et al., 
1997). De même, TEL forme des hétérodimères avec FLI-1 et bloque sa fonction dans la 
différenciation mégacaryocytaire (Kwiatkowski et al., 1998; Kwiatkowski et al., 2000). Dans 
l’hypothèse d’une interférence fonctionnelle, la protéine de fusion TEL/PDGFRβ induirait 
une perte de fonction de TEL ou de FLI-1 par hétérodimérisation. Encore faut-il que ces 
différentes protéines s’expriment au même endroit. Néanmoins, la fréquente perte 
d’hétérozygotie de TEL dans les leucémies lymphoblastiques aiguës ainsi que la perte du 
deuxième allèle de TEL dans les leucémies portant la translocation t(12;21) sont en faveur 
d’un rôle de la perte de fonction de TEL dans la leucémogenèse (Golub et al., 1997). De plus, 
la capacité du gène TEL à inhiber l’invasion tumorale de cellules transformées par l’oncogène 
RAS suggère fortement que le côté ‘Dr Jekyll’ de TEL correspond à une fonction de 
supresseur de tumeur (Fenrick et al., 2000). 
 
 II-4-1-2 Leucémies de Friend 
 Les leucémies de Friend se caractérisent par une insertion rétrovirale en amont de deux 
gènes Ets, Pu-1/Spi-1 et Fli-1 (Blair et Athanasiou, 2000; Ney et D'Andrea, 2000). 
L’infection de souris par un complexe viral composé de FMuLV et SFFV aboutit à une 
leucémie érythroïde dont on peut distinguer deux phases principales. Une première étape de 
prolifération qui résulte de la stimulation du récepteur à l’érythropoïétine (Epo-R) par la 
protéine d’enveloppe virale gp55 (Blair et Athanasiou, 2000; Truong et Ben-David, 2000). La 
deuxième phase entraîne la transformation des proérythroblastes qui prolifèrent en absence 
d’Epo. Elle nécessite au moins l’inactivation du gène p53 ainsi que l’activation des gènes Pu-
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1/Spi-1 ou Fli-1 par insertion rétrovirale (Blair et Athanasiou, 2000; Truong et Ben-David, 
2000). Ces modifications entraînent une batterie de dérégulations génétiques qui vont venir 
amplifier la prolifération des cellules malignes et bloquer leur différenciation en érythroïdes 
matures (Figure II-12). En particulier, l’expression de Fli-1 semble suffisante pour modifier la 
réponse normale des érythroblastes primaires à l’Epo, et entraîner une réponse de prolifération 
prolongée qui se substitue au processus normal de différenciation terminale (Pereira et al., 
1999). Cette reprogrammation s’accompagne, au niveau moléculaire, d’une dérégulation de 
l’expression des cyclines D2 et D3 (Pereira et al., 1999). Fli-1 modifierait aussi le cycle 
cellulaire en inhibant directement l’expression du gène Rb (Tamir et al., 1999). Enfin les 
mécanismes d’apoptose seraient aussi altérés dans les leucémies de Friend par une sur-
expression du gène Bcl-2 (Pereira et al., 1999; Howard et al., 2001). Le rôle du gène Pu-
1/Spi-1 serait plus indirect puisqu’il semble capable de réguler l’expression de Fli-1 dans les 
lignées SFFV (Starck et al., 1999). Néanmoins, le blocage du facteur Gata-1 par Pu-1/Spi-1 et 
peut-être Fli-1, semble aussi jouer un rôle dans ces processus leucémogènes (Rekhtman et al., 
1999; Zhang et al., 1999). 
Figure II-12 : Schéma illustrant le rôle potentiel de la cascade de régulation Spi-1>Fli-1 dans le contrôle négatif 
de la différenciation érythrocytaire. Ce schéma illustre quelques-unes des multiples voies par lesquelles les 
facteurs Spi-1 et Fli-1 pourraient contribuer à ce blocage : inhibition de l’activité du facteur Gata-1, dérégulation 
de l’expression des gènes codant les cyclines D2 et D3, Rb et Bcl-2. Rien ne permet d’exclure pour l’instant que 
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le facteur Spi-1 puisse également agir en perturbant l’expression de gènes cibles spécifiques autres que le gène 
Fli-1. 
 La capacité acquise des proérythroblastes à proliférer en absence d’Epo correspond 
bien à une altération des signaux mitogènes. Cependant, toutes les données accumulées sur les 
leucémies de Friend suggèrent que la transformation maligne résulte de plusieurs processus 
(blocage de l’apoptose et de la différenciation, stimulation de la prolifération) (Figure II-12). 
Tout porte à croire que la stratégie utilisée par les rétrovirus FMuLV et SFFV cible 
préférentiellement la cascade de régulation impliquée dans le contrôle négatif de la 
différenciation érythrocytaire. Il reste à identifier clairement les gènes dérégulés. 
 
 II-4-2 Blocage de l’anti-prolifération 
 Tout signal positif ayant son contraire, il existe aussi dans la cellule de nombreux 
signaux antiprolifératifs qui agissent à l’inverse des signaux mitogènes. Les deux voies 
majeures du blocage de la prolifération se situent au niveau des stades du cycle cellulaire 
appelés quiescence (G0) et post-mitotique (Hanahan et Weinberg, 2000). Au niveau 
moléculaire, la plupart des signaux antiprolifératifs sont véhiculés par le facteur Rb et les 
protéines apparentées p107 et p130. A l’état hypophosphorylé, Rb bloque la prolifération en 
séquestrant le facteur E2F qui est essentiel à l’expression des gènes impliqués dans la 
transition du cycle cellulaire G1>S. En amont, des facteurs antiprolifératifs comme le TGFβ 
(‘Tumor Growth Factor β’) bloque l’avancée dans la phase G1, principalement en bloquant 
les phosphorylations qui inactivent Rb. Ces mécanismes font bien entendu intervenir de 
nombreuses autres molécules, mais dans les cas qui nous intéresse, il semble que le facteur Rb 
et la voie de signalisation TGFβ soient des cibles privilégiées de dérégulation. 
 Nous venons de voir que la surexpression du gène Fli-1 dans les leucémies de Friend 
inhibe la différenciation terminale érythroïde, phénomène qui s’accompagne de la 
dérégulation de Rb et de Gata-1 (Truong et Ben-David, 2000). L’inhibition de l’expression de 
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Rb pourrait favoriser la prolifération cellulaire. De manière apparemment contradictoire, une 
interaction Rb/Pu-1 a pu être mise en évidence in vitro (Hagemeier et al., 1993; Weintraub et 
al., 1995). Les auteurs suggèrent que ces interactions pourraient bloquer l’activité 
transactivatrice de Pu-1 en empêchant les interactions Pu-1/TFIID (Weintraub et al., 1995). 
Des interactions E2F/Rb/Pu-1 sont aussi détectées en présence de sites de liaison pour E2F, ce 
qui va plutôt à l’encontre d’un blocage de l’antiprolifération. Ces données ne sont cependant 
pas incompatibles avec le fait que la surexpression de Pu-1 in vivo puisse interférer avec les 
interactions E2F/Rb. Un modèle alternatif serait celui dans lequel la présence de Pu-1 est 
requise dans les premiers stades de la différenciation érythroïde, différenciation qui 
nécessiterait ensuite l’inhibition de son expression (Schuetze et al., 1992). La surexpression 
de Pu-1 aux stades précoces de la différenciation pourrait bloquer les proérythroblastes (par 
inhibition Pu-1/Rb ?), phénomène qui serait ensuite prolongé par Fli-1. Bref, il est encore 
assez difficile de réconcilier tous ces résultats dans un même modèle mais il semble en tout 
cas assez clair que la protéine Rb est une cible de dérégulation privilégiée dans la leucémie de 
Friend. 
 Par ailleurs, certains acteurs du cycle cellulaire comme le facteur p57KIP2 ainsi que le 
récepteur de type II du TGFβ apparaissent dérégulés dans le cas des sarcomes d’Ewing 
portant la translocation t(11;22). Ces translocations aboutissent à l’expression d’une protéine 
de fusion EWS-FLI-1 dont le pouvoir tumoral serait lié en partie à une dérégulation des gènes 
normalement ciblés par la protéine FLI-1 (voir paragraphe II-4-7). La protéine EWS-FLI-1 est 
en particulier capable de réprimer l’expression du gène codant le récepteur de type II au 
TGFβ, suggérant que la perte de la signalisation du TGFβ est une étape importante dans la 
tumorigenèse (Hahm et al., 1999; Im et al., 2000). EWS-FLI-1 est aussi capable de réprimer 
l’expression du gène p57KIP2 qui est normalement un inhibiteur de prolifération par blocage de 
la phase G1 (Dauphinot et al., 2001). Toutes ces données suggèrent que la protéine 
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chimérique EWS-FLI-1 favorise la prolifération cellulaire en inhibant directement des 
facteurs impliqués dans l’anti-prolifération. 
 
 II-4-3 L’immortalité 
 La capacité des cellules tumorales à proliférer est déterminée non seulement par leur 
niveau de prolifération mais aussi par celui du phénomène inverse appelé mort cellulaire 
programmée ou apoptose (Hanahan et Weinberg, 2000). L’acquisition d’une résistance à 
l’apoptose est donc un des mécanismes aboutissant à la tumorigenèse. Il existe encore peu de 
cas documentés dans lesquels les facteurs ETS ont été montrés comme dérégulant les facteurs 
apoptotiques ou anti-apoptotiques. L’activation du gène anti-apoptotique Bcl-2 semble 
participer à l’immortalisation des proérythroblastes dans les leucémies de Friend (Pereira et 
al., 1999; Howard et al., 2001). Une situation similaire se retrouve dans les sarcomes d’Ewing 
où les protéines de fusion EWS-FLI-1 et EWS-ERG inhibent l’apoptose des cellules NIH3T3 
induite par privation de sérum ou par traitement chimique (Yi et al., 1997). Dans ce cas 
précis, les cibles moléculaires n’ont cependant pas été identifiées. La capacité de ETS-2 et 
PU-1 à inhiber l’apoptose des macrophages induite par privation du CSF-1 (‘Colony 
Stimulating Factor-1’) suggère une amplification de ce phénomène dans des cas de sur-
expression de ces facteurs ETS (Sevilla et al., 1999; Sevilla et al., 2001). C’est en particulier 
vrai dans des cas de néoplasies thyroïdiennes où l’inhibition de l’activité des facteurs ETS-1 
ou ETS-2 par l’utilisation d’un transdominant négatif, induit l’apoptose des cellules malignes 
(De Nigris et al., 2001). Ces résultats suggèrent que dans ces carcinomes, l’augmentation de 
l’expression de ETS-1 et/ou ETS-2 favorise leur immortalisation (De Nigris et al., 2001). 
 
 II-4-4 Potentiel de réplication infini 
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 L’immortalisation des cellules cancéreuses doit souvent s’accompagner du blocage des 
mécanismes qui régulent le potentiel de réplication d’une cellule (Hanahan et Weinberg, 
2000). En temps normal, une cellule a une capacité de division limitée qui, lorsqu’elle est 
dépassée aboutit à la mort de la cellule par un phénomène appelée sénescence. Cette capacité 
de division serait aussi liée à l’intégrité des télomères. Aucun lien direct n’a été mis en 
évidence entre des facteurs ETS et une potentielle dérégulation des mécanismes de 
sénescence. Il est cependant intéressant de noter que des travaux récents ont directement 
corrélé l’activation de l’inhibiteur de kinase p16INK4a par le facteur ETS-1 à l’induction de la 
sénescence de fibroblastes humains (Ohtani et al., 2001). 
 
 II-4-5 Angiogenèse 
 Une fois que les cellules tumorales ont acquis un avantage de croissance sélectif, elles 
vont petit à petit s’associer pour former des micro-tumeurs. Le développement de ces amas 
tumoraux va alors nécessiter l’apport d’oxygène et de nutriments par les vaisseaux sanguins. 
La déviation du système sanguin par des cellules tumorales pour leur propre croissance 
s’appelle l’angiogenèse (Hanahan et Weinberg, 2000). Le grand nombre de gènes cibles 
potentiels de la famille ETS dans les cellules endothéliales en font des bons candidats 
inducteurs de l’angiogenèse (Mattot et al., 1999; Sato, 2001). Par exemple, chez l’Homme, le 
gène ETS-1 s’exprime fortement dans les cellules endothéliales vasculaires en développement 
ainsi que dans les vaisseaux sanguins lors de l’angiogenèse adulte (Wernert et al., 1992). In 
vitro, la surexpression du gène Ets1 est capable d’augmenter l’adhésion des cellules 
endothéliales et stimule leur organisation en structures capillaires dans un processus apparenté 
à la morphogenèse de branchement (Mattot et al., 2000). Au niveau pathologique, 
l’expression de ETS-1 est par exemple corrélée à la présence de micro-vaisseaux entourant 
des tumeurs gastriques (Tsutsumi et al., 2000). Il faut cependant souligner que, pour le 
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moment, aucune expérience fonctionnelle n’a permis de valider définitivement le rôle des 
facteurs ETS dans l’angiogenèse normale ou pathologique. 
  
 II-4-6 Pouvoir d’invasion et métastatique 
 Une tumeur peut envahir les tissus adjacents afin de trouver de nouveaux endroits de 
développement. Ce phénomène appelé métastase serait la cause de mortalité de plus de 80% 
des cancers (Hanahan et Weinberg, 2000). Les propriétés d’invasion ne sont possibles que s’il 
y a dégradation de la matrice extracellulaire par des enzymes appelées métalloprotéinases 
(MMP). Cela passe aussi par des contacts cellulaires accrus impliquant des molécules 
d’adhérence comme les intégrines (Hanahan et Weinberg, 2000). Les facteurs ETS sont des 
acteurs importants du remodelage de la matrice extracellulaire (Trojanowska, 2000). A titre 
d’exemple, le gène ETS-1 se retrouve co-exprimé avec la collagénase-1, l’activateur du 
plasminogène (uPA) et la stromélysine-1 dans des carcinomes pulmonaires et des 
angiosarcomes de la peau (Bolon et al., 1995; Naito et al., 2000). Inversement, le traitement 
d’un gliome avec des oligonucléotides antisens de ETS-1 inhibe l’expression de ETS-1 et de 
l’uPA et bloque par là-même la migration et le caractère d’invasion de ces cellules tumorales 
(Kitange et al., 1999). In vitro, de nombreux facteurs ETS sont capables de transactiver les 
promoteurs de plusieurs MMP (Higashino et al., 1995; Butticè et al., 1996; Logan et al., 
1996). 
 
 II-4-7 Conclusion 
 La diversité des dérégulations des facteurs ETS observées dans plusieurs pathologies 
est représentative de leurs multiples fonctions. Dans la plupart des cas, il est encore difficile 
de savoir si l’implication d’un facteur ETS (surexpression, dérégulation de gènes cibles) est 
une cause ou simplement une conséquence du phénotype malin. La capacité de dimérisation 
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nouvellement acquise par la protéine de fusion TEL/PDGFRβ semble bien nécessaire et 
suffisante pour la transformation (Carroll et al., 1996), mais à quel niveau se situe la 
dérégulation des MMP par les facteurs ETS dans les phénomènes métastatiques ? L’analyse 
de 60 lignées cancéreuses humaines par la technique des puces à ADN a récemment montré 
qu’il y avait des dizaines de gènes dérégulés par type tumoral (Ross et al., 2000). La 
dérégulation de la répression transcriptionnelle est aussi associée à des pathologies humaines. 
C’est ainsi que les fusions PML/RARα et PLZF/RARα spécifiques des leucémies 
promyélocytiques ont un pouvoir transformant qui dépend du recrutement de co-répresseurs 
(Grignani et al., 1998; Lin et al., 1998b). La capacité particulière de la fusion PLZF/RARα à 
recruter des co-répresseurs par l’intermédiaire des portions PLZF et RARα,  alors que la 
fusion PML/RARα ne les recrute que par la portion RARα,  expliquerait pourquoi le 
traitement de ces leucémies par l’acide rétinoïque est plus efficace dans le cas PML/RARα 
(Grignani et al., 1998; Lin et al., 1998b). De même, la protéine de fusion TEL/AML1 a aussi 
la propriété de recruter des co-répresseurs de manière beaucoup plus stable que les protéines 
TEL ou AML1 seules. Ces résultats suggèrent que cette fusion inhibe les gènes normalement 
activés par la protéine AML1 normale (Fenrick et al., 1999). 
 Les facteurs ETS sont souvent sujets à des remaniements chromosomiques (Tableau 
II-6). A la lumière des données dont on dispose, les protéines chimériques peuvent se classer 
en deux groupes distincts : (1) Les fusions du groupe I qui contiennent le domaine SAM/PNT 
de TEL et (2) Les fusions du groupe II qui contiennent le domaine de liaison à l’ADN. Cette 
distinction structurale est corrélée au pouvoir oncogénique des fusions. Les fusions du groupe 
I exercent leurs effets en activant de manière constitutive certaines voies de signalisation et/ou 
en inhibant l’activité de certains facteurs de transcription comme AML1. Au contraire, les 
fusions du groupe II semblent agir par dérégulation des gènes cibles normalement contrôlés 
par les facteurs ETS. De manière significative, ces gènes sont souvent impliqués dans le 
 
 
 
 
Dérégulations Modifications Fonctions Effets Références 
EAT-2 Protéine à domaine SH2 expression (Thompson et al., 1996) 
Manic Fringe Facteur mitogène (ligand) expression (May et al., 1997) 
IGF-IR Facteur mitogène (récepteur) Nécessaire à la transformation (Toretsky et al., 1997) 
E2-C Enzyme d'ubiquitination des cyclines expression (Arvand et al., 1998) 
TGFβRII Facteur anti-prolifératif (récepteur) Répression (Hahm et al., 1999; Im et al., 2000) 
ERK1, ERK2 Kinases Activation constitutive (Silvany et al., 2000) 
PDGF-C Facteur mitogène (ligand) expression (Zwerner et May, 2001) 
PROLIFERATION
c-Myc, p57KIP2 Régulateurs du cycle cellulaire c-Myc et    p57KIP2 (Dauphinot et al., 2001) 
APOPTOSE Caspase 11 Inducteur de l'apoptose Répression (Yi et al., 1997; Arvand et al., 2001) 
REMODELAGE Stromélysine-1 Métalloprotéinase expression (Braun et al., 1995) 
RPB7 Sous-unité de la polymérase transactivation (Petermann et al., 1998) 
TFIID Facteur associé à l'ARN polymérase transactivation (Bertolotti et al., 1998) TRANSCRIPTION
Pol II ARN polymérase II transactivation (Yang et al., 2000) 
EPISSAGE Protéines TASR Facteur d'épissage Interférence avec l'épissage (Yang et al., 2000; Knoop et Baker, 2001) 
 
Tableau II-7 : Cibles potentielles dérégulées par la protéine de fusion EWS-FLI-1 dans les sarcomes d’Ewing. Les dérégulations sont classées en 5 groupes correspondant aux 
mécanismes de régulation de l’homéostasie cellulaire. Les facteurs modifiés ainsi que leurs fonctions normales sont indiqués. Les flèches représentent une augmentation ou une 
répression de l’expression des gènes ciblés sauf dans le cas des interférences transcriptionnelles où la flèche représente une augmentation du pouvoir transactivateur de EWS-
FLI-1. Le cas de l’IGF-IR est un peu particulier car EWS-FLI-1 n’a pas d’effet direct mais la présence de ce récepteur semble requise pour la transformation des cellules 
NIH3T3 induite par EWS-FLI-1. EAT-2 : ‘EWS-FLI-1 Activated Transcript 2’, IGF-IR : ‘Insulin-like Growth Factor-I Receptor’, E2-C : ‘ubiquitin-carrier protein C’, TGFβRII 
: ‘Transforming Growth Factor β type II Receptor’, ERK : ‘Extracellular signal-Regulated Kinase’, PDGF-C : ‘Platelet Derived Growth Factor C’, TASR : ‘TLS Associated 
Serine aRginine splicing factors’. 
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contrôle du cycle cellulaire (Tableau II-7). Néanmoins, si l’on regarde d’un peu plus près le 
cas des fusions EWS/FLI-1 retrouvées dans les sarcomes d’Ewing, il semble que les 
mécanismes aboutissant à la transformation impliquent aussi bien les mécanismes d’épissage 
des ARN messagers que l’initiation de la transcription ou l’apoptose (Tableau II-7). Le 
chemin est encore long mais la génération de modèles animaux surexprimant les différentes 
protéines de fusion impliquant un facteur ETS devraient aider à répondre aux deux questions 
essentielles qui sont : (1) l’implication des facteurs ETS est-elle une cause ou une 
conséquence de la transformation et (2) quels sont les réels gènes cibles dérégulés. 
 
II-5 La fin du début 
 
 La question du rôle spécifique de chaque facteur ETS n’est pas encore résolue. Le tour 
d’horizon biologique, fonctionnel et pathologique de la famille ETS m’a cependant permis de 
dégager quelques points importants. Les expériences de recombinaisons homologues chez la 
souris induisent des phénotypes particuliers qui sont en faveur d’un rôle spécifique du facteur 
ETS considéré. On peut donc penser qu’à un moment précis du développement, aucune 
protéine ETS ne peut se substituer à une autre. La variété des domaines transactivateurs 
permet des interactions spécifiques avec différents composants de la machinerie 
transcriptionnelle mais n’apparaît pas suffisante à une telle diversité de fonctions. Le même 
facteur est souvent partagé par plusieurs protéines ETS. Quels sont donc les mécanismes qui 
permettent de différencier deux protéines ETS ? Sans vouloir dévoiler la suite des 
événements, il semble bien que la ‘recette ETSienne’ soit déterminée par un ensemble 
‘d’ingrédients’ communs dont la combinaison est différente pour chaque facteur ETS. 
Avant d’aborder ces questions, je vais d’abord présenter les premiers résultats de notre 
travail au travers de la publication numéro 1. Dans cette recherche de ‘spécificité ETSienne’, 
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nous nous sommes attachés dans cette première partie, à caractériser les propriétés des 
protéines ERG. Nous visions ainsi, en accord avec la problématique générale, deux objectifs : 
(1) isoler les domaines fonctionnels des protéines ERG impliqués dans leurs propriétés 
transactivatrices (domaines transactivateurs, inhibiteurs ou régulateurs) ainsi que ceux 
nécessaires à la coopération observée avec l’hétérodimère FOS/JUN, l’un des partenaires 
transcriptionnels privilégiés de la famille ETS. L’approche choisie a été de construire 
plusieurs mutants de délétion des protéines ERG afin de tester leurs capacités à transactiver, 
coopérer et interagir avec le complexe FOS/JUN, ainsi qu’à dimériser. 
(2) Mettre en évidence des différences fonctionnelles entre les cinq isoformes connues 
issues du gène ERG humain. 
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Résumé : 
 
 Cet article décrit la caractérisation des domaines fonctionnels des protéines ERG p55, 
p48 et p39. Nous montrons : 
- que ces protéines sont capables de former des homodimères et des hétérodimères in 
vitro. Deux domaines distincts sont impliqués dans ces phénomènes : le premier se localise 
dans la région N-terminale et comprend le domaine SAM/PNT, le deuxième correspond au 
domaine de liaison à l’ADN. De plus, la partie centrale semble se comporter comme un 
domaine inhibiteur de cette dimérisation. 
- que le domaine ETS des protéines ERG est aussi capable de recruter in vitro le 
facteur de transcription de la famille AP1 FOS/JUN par l’intermédiaire de la protéine JUN. 
- que le potentiel transactivateur des protéines ERG dépend de deux domaines situés 
en N et C-terminal. L’activité de ces domaines est sous l’influence du domaine central. 
- enfin, que la coopération transcriptionnelle entre ERG et FOS/JUN dépend fortement 
de la présence du domaine transactivateur C-terminal de ERG. 
 
 
 
Erg proteins, transcription factors of the Ets family, form homo,
heterodimers and ternary complexes via two distinct domains
SeÂ verine CarreÁ re, Alexis Verger, Anne Flourens, Dominique Stehelin and
Martine Duterque-Coquillaud
CNRS UMR 319, Institut de Biologie de Lille, BP447, 1 rue Calmette, 59021 Lille Cedex, France
The ets genes family encodes a group of proteins which
function as transcription factors under physiological
conditions. We report here that the Erg proteins,
members of the Ets family, form homo and heterodimeric
complexes in vitro. We demonstrate that the Ergp55
protein isoform forms dimers with itself and with the two
other isoforms, Ergp49 and Ergp38. Using a set of Erg
protein deletion mutants, we de®ne two distinct domains
independently involved in dimerization. The ®rst one is
located in the amino-terminal part of the protein
containing the pointed domain (PNT), conserved in a
subset of Ets proteins. The second one resides within the
ETS domain, the DNA-binding domain. We also show
that the Erg protein central region behaves as an
inhibitory domain of dimerization and its removal
enhances the Ergp55 transactivation properties. Further-
more, Ergp55 forms heterodimers with some other Ets
proteins. Among the latter, we show that Fli-1, Ets-2,
Er81 and Pu-1 physically interact with Erg. Finally, we
show that the formation of the previously described
ternary complex Ergp55/Fos/jun is mediated by ETS
domain and Jun protein, while the ternary complex
Ergp49/Fos/Jun is mediated by Fos protein.
Keywords: Ets family; protein interaction; transcription
regulation
Introduction
The ets family contains a large number of genes that
encode related transcriptional regulators involved in a
variety of developmental mechanisms (CreÂ pieux et al.,
1994). The proto-oncogene c-ets1 is the cellular
progenitor of the v-ets oncogene of the avian
leukemia virus E26 and the founder member of the
burgeoning ets family (Leprince et al., 1983; Nunn et
al., 1983). The common feature of all Ets proteins is
their DNA-binding domain (85 amino acid residues),
named ETS domain and structured as a winged
helix ± turn ± helix motif (Donaldson et al., 1994,
1996; Liang et al., 1994; Kodandapani et al., 1996).
This domain can bind to the purine rich GGA(A/T)
core sequence (Karim et al., 1990; Wasylyk et al.,
1990). In addition, a second domain is conserved in a
subset of Ets proteins, Ets-1, Ets-2, Erg, Fli-1, Gabpa
and Tel in vertebrates and Pnt, Elg and Yan in
Drosophila. This region of about 65 amino acid
residues, localized in the amino-terminal part of the
Ets proteins, has been referred as the pointed domain
(PNT) (KlaÈ mbt, 1993). A recent alignment reveals that
it is related to a region present in Polycomb protein
family and in cytoplasmic proteins involved in yeast
sexual dierentiation (Borneman et al., 1996; Alkema
et al., 1996; Graves and Petersen, 1998), so it was
named SEP (yeast Sterility, Ets-related, Polycomb
proteins). It was previously described as a putative
HLH domain because of a weak resemblance to the
helix ± loop ± helix motif (Seth and Papas, 1990) but
recent secondary structure data reveal that the
structure does not match a HLH motif (C Slupsky,
L Gentile, L Donaldson, C Mackereth, J Seitel, B
Graves and L McIntosh; personal communication). In
this report, we will name this conserved region PNT
domain. However, in Ets family, no clear function has
been associated with this domain except in Tel
protein, where it is able to mediate speci®c oligomer-
ization of Tel (Jousset et al., 1997).
We have focused our attention on the erg gene, a
member of the ets family, which encodes at least ®ve
proteins, Erg-1, Erg-2, Ergp55, Ergp49 and Ergp38 as
a result of dierential splicing, polyadenylation or
initiation codon. These protein isoforms are weak
transactivators and present similar properties of
binding and transactivation (Rao et al., 1987; Reddy
et al., 1987; Duterque-Coquillaud et al., 1993). We
have previously shown that Ergp55, one of the
isoforms encoded by the human erg gene, could
dierentially regulate the two matrix-metalloprotei-
nase promoters of collagenase1 and stromelysin1
(ButticeÁ et al., 1996). We found a functional
antagonism between Ergp55 and Ets-2 proteins where
Ergp55 does not activate the human stromelysin1 but
can repress the activation by Ets-2. This antagonism
can not be explained by dierential DNA-binding
anity for the double EBS (Ets Binding Site) since
both Ergp55 and Ets-2 bind these sites. We suggested a
possible mechanism of interaction between the Ergp55
and Ets-2 proteins. By contrast to stromelysin1,
Ergp55 activates human collagenasel promoter and is
able to cooperate with Fos/Jun complex via functional
EBS and AP1 sites. This cooperation involved protein
interaction between Ergp55 and AP1 complex.
In the present study, we show that Erg protein
isoforms encoded by the human erg gene are able to
form heterodimers with some, but not all, Ets proteins.
We also demonstrate that they are able to form
homodimers via two distinct domains. We found that
the ETS domain is involved in the formation of ternary
complex Erg/Fos/Jun and that this formation is
directed by dierent AP1 partners for the various Erg
isoforms.
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Results and discussion
Formation of dimeric complexes by Erg and Ets proteins
in vitro
Our previous regulation studies on human stromelysin1
promoter have recently revealed that Erg is able to
repress Ets-2 activation (ButticeÁ et al., 1996). One of
the possible mechanisms for this antagonism might be
a physical interaction between Erg and Ets-2 proteins
(Basuyaux et al., 1997). To test whether the Erg and
other Ets proteins form homo and heterodimeric
complexes in vitro, we performed pull-down assays
between GST-Ergp55, one of the ®ve isoforms encoded
by the human erg gene fused to the GST protein, and
various Erg derived proteins (Figure 1) or Ets family
members. First, as shown in Figure 2a (lanes 6 ± 8),
GST-Ergp55 interacted with Ergp55 itself and with the
two Erg isoforms tested, Ergp49 and Ergp38, but not
with luciferase (lane 10) or GST alone (lanes 11 ± 15).
In order to con®rm these homodimerizations, we
performed co-immunoprecipitation assays with GST±
Ergp55 incubated with 35S-labeled in vitro translated
proteins. Complexes were precipitated by a GST-
speci®c monoclonal antibody. Each protein isoform
co-precipitated with GST ±Ergp55 (data not shown).
Second, we also showed that Fli-1 protein, the most
closely Erg related member among the Ets proteins,
was able to interact with GST±Ergp55 (Figure 2a, lane
9). In order to see if more distantly related proteins in
the same family were also able to interact with Erg
protein, we performed additional pull down assays
with several other Ets proteins. Among the proteins
tested, only Ets-2, Fli-1, Er81 and Pu-1 proteins
Figure 1 Schematic structure of proteins used in this study. Ergp55, Ergp49 and Ergp38 correspond to three human Erg isoforms.
The ETS domain is shown as a black box and the alternative exons as hatched boxes. PNT is the amino-terminal domain conserved
in Ets-1, Ets-2, Erg, Fli-1, Gabpa and Tel. CAE is the region coded by central alternative exons. CD stands for central domain.
Transcriptional activation on Py enhancer elements and cooperation with AP1 complex on collagenase1 promoter of Ergp55 is
taken as 100%
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Figure 2 (a) Formation of dimeric complexes by Ergp55 with
Erg protein isoforms (Ergp49 and Ergp38) and with Fli-1 protein,
in vitro. (b) Formation of dimeric complexes by Ergp55 with Ets
protein family, in vitro. We used ck-p54-Ets-1 (Duterque-
Coquillaud et al., 1988), hu-Ets-2 (Watson et al., 1988), hu-
Ergp55 (Duterque-Coquillaud et al., 1993), hu-Fli-1 (Baud et al.,
1991), mu-Elk (GreÂ vin et al., 1996), hu-Erm (MonteÂ et al., 1994),
hu-Etv-1 (Jeon et al., 1995; Baert et al., 1997), hu-Er81 (MonteÂ et
al., 1994), hu-Pea3 (Xin et al., 1992), and ck-Pu-1 (Kherrouche et
al., 1998). (c) Ergp55 homodimerization involves two indepen-
dant interaction domains. The input lanes contained 10% of the
35S-labeled proteins used in the interaction assays. Note the lack
of Ets protein binding to GST alone and luciferase (Luc), as
negative controls
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interacted signi®cantly with Ergp55 (Figure 2b, lanes
13, 15, 19 and 21). The interaction with Er81 and Pu-1,
which do not have the amino-terminal conserved PNT
domain, demonstrated that this domain is not essential
for heterodimerization. Poor or no interaction was
detected with Ets-1, Elk-1, Erm, Etv-1 and Pea3
proteins (Figure 2b, lanes 12, 16 ± 18 and 20)
indicating that the ETS domain shared by all Ets
proteins is not sucient for interaction. These results
suggest that unconserved domains, perhaps involved in
conformational structures of these proteins, are
essential for heterodimerization.
To summarize these interactions, three types of
complexes were formed: (i) homodimeric complexes
between individual Ergp55; (ii) homo-iso-dimeric
complexes between Ergp55 and various Erg iso-
forms; (iii) heterodimeric complexes between Ergp55
and members of the Ets family. However, our
experiments do not allow us to rule out either
possible oligomerization or multimerization of Erg
and Ets proteins as it has been suggested for other
Ets proteins (Jousset et al., 1997). Moreover, in
mobility shift assays, no altered mobility of
complexes were observed using various Ets Binding
Sites incubated with a full length Erg protein and
neither other Ets proteins nor Erg protein mutants
(data not shown). This observation con®rms that Ets
proteins recognize DNA as monomers (Nye et al.,
1992) and suggests that dimeric or multimeric forms
are inactive.
Homodimerization of Erg proteins involves two distinct
protein domains
In order to de®ne the domain responsible for the
homodimerization, we used a series of truncated Erg
proteins for another set of experiments (Figure 1). In
Figure 2c, we showed that 491± 190 mutant (lane 7),
which corresponds to the amino-terminal part of the
Ergp55 or Ergp49 proteins, was able to bind GST ±
Ergp55 in a way similar to Ergp55. Moreover, the
55307 ± 479 mutant (lane 9), which corresponds to the
carboxy-terminal part of Ergp55 with the ETS
domain, was also able to bind GST ±Ergp55. Using
a Ergp55 protein mutant deleted in its ETS domain,
named 55D307 ± 392 (lane 10), no interaction was
detectable suggesting that the ETS domain is
necessary for Erg proteins homodimerization. Con-
servatively, the deletion of the carboxy-terminal part
of the protein in Erg (551±433 and 491±433 mutants) did
not aect the interaction with GST ±Ergp55 (data not
shown). We therefore concluded that the Ergp55
protein can homodimerize through two distinct and
independent domains, located either in the amino-
terminal part or in the carboxy-terminal part including
the ETS domain. The amino-terminal part of the
Ergp55 protein required for interaction is located in
the 200 ®rst residues. This region comprises the PNT
domain which was recently described to be sucient
for oligomerization of Tel protein, a member of the
Ets family (Jousset et al., 1997). This property has
been described to be speci®c of Tel protein. By
contrast, Ets-2 protein, which contains the PNT
domain, appears unable to homodimerize (Basuyaux
et al., 1997). Moreover, the SEP domain previously
described in Polycomb protein family and in
cytoplasmic proteins involved in yeast sexual differ-
entiation, related to PNT, has been shown to be
involved in protein interactions (Borneman et al.,
1996; Gunster et al., 1997).
To investigate the role of the alternative exons in
dimerization, we used the 551± 306 mutant, comprising
the region coded by central alternative exons (CAE)
and central domain (CD) of the Erg protein. The
absence of interaction with GST ±Ergp55 (Figure 2c,
lane 8) suggested that CD (aa 249 ± 306) could behave
as an inhibitory domain for the interaction of Erg
amino-terminal part with Ergp55. Moreover, CAE
seemed to act in connection with this central region
since 55D249 ± 308 interacted with GST ±Ergp55 but
49D249 ± 308 did not (data not shown). These observations
also suggest that the inhibitory eect of CD acts on
dimerization through amino-terminal part of Erg
protein but not when both amino and carboxy-
terminal parts are present (55D249 ± 308). These observa-
tions also suggest conformational dierences, in the
presence or absence of CAE and CD, potentially
associated with distinct intramolecular interactions.
The absence of both CAE and CD in 49D249 ± 308 mutant
may drastically modify the protein conformation and
prevent dimers formation.
Negative in¯uence of the central domain (CD) of Erg
proteins on transactivation
As an approach to the relevance of the detected
interactions, we next investigated the functional
consequences of Erg protein deletions on their
respective transcriptional activities. The deletion
mutants used in this study were analysed for their
DNA-binding speci®city and no signi®cant dierence
was observed between them (data not shown). We
excluded the 49D249 ± 308 mutant which failed to bind to a
canonical Ets binding site. Transient transfections
were performed with Cos-1 and HepG2 cell lines by
using a reporter plasmid containing four copies of the
arti®cial Py enhancer consensus element (Pye) cloned
upstream of the TK promoter and a luciferase
reporter gene (Figure 3a). Similar results were
obtained in both cell lines. The Pye, containing EBS
and AP1 sites, has previously been shown to be
regulated by Ets protein (Gutman and Wasylyk,
1990). As shown in Figure 3a, transfection of the
Ergp55 expression plasmid resulted in signi®cant
transcriptional activation of the Pye reporter plasmid
(20-fold) compared with transfection of the Ergp49
and Ergp38 expression plasmids (tenfold). The
transactivation eect of these two isoforms was
comparable with the eect induced by the two Erg
protein mutants (551± 433 and 491± 433) deleted in their
carboxy-terminal part. Moreover, the deletion of the
amino-terminal moiety of Erg proteins comprising
CAE and CD (55307± 479), also showed transactivation
eect (about eightfold). These results con®rm the
presence of the carboxy-terminal transcriptional
activation domain previously described (Siddique et
al., 1993). The CD deletion (55D249 ± 308) confered to the
mutant protein a better transactivation capacity on
the Pye element than Ergp55 wild type protein. These
results suggest that CD which acts as an inhibitory
domain on dimerization, plays an inhibitory role in
transcriptional activation by Erg proteins.
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The Erg protein interacts with the AP1 complex via
DNA-binding domain
We have previously shown that Ergp55 interacted
with an AP1 complex (ButticeÁ et al., 1996). In GST
pull-down assays, we co-incubated either Fos and
Jun proteins alone or both proteins together with
GST ±Ergp55 protein (Figure 4). Thus, we con®rmed
that Ergp55 interacted principally with Fos/Jun
complex (Figure 4, lane 7) and that a low
interaction was detectable with Jun protein alone
(lane 6) and no interaction with Fos protein alone
(lane 5). Since several Ets proteins have been
described to interact with AP1 complex (Bassuk
and Leiden, 1995), we further investigated the
involvement of the ETS domain in these interac-
tions. As shown in Figure 4, a GST ±DETS mutant
which corresponds to GST ±Ergp55 protein without
a region including the ETS domain (Figure 1) was
unable to interact either with Fos and Jun proteins
alone (lanes 9 and 10) or with Fos/Jun complex
(lane 11). In parallel, we also studied the ability of
Ergp49 to interact with AP1 complex. Surprisingly,
by contrast with GST±Ergp55, GST ±Ergp49 was
able to strongly interact not only with AP1 complex
(lane 15) but also with Fos and Jun proteins alone
(lanes 13 and 14). The Ergp49 isoform which lacks
the two central alternative exons (CAE) is the ®rst
Ets protein able to interact with Fos protein alone
Figure 3 (a) Functional analysis of Erg isoforms and deletion mutants. (b) Erg proteins cooperate with Fos/Jun complex. Transient
transfection assays were performed in Cos-1 cells by using the reporter and expression plasmids shown. Data are expressed as fold
luciferase activity (as detailed in Materials and methods); representative assays are shown with bars indicating the error between
triplicates
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since all the Ets proteins studied so far interact with
Jun family proteins (Bassuk and Leiden, 1995). This
result constituted the ®rst functional dierence
observed between Erg protein isoforms which
usually exhibit similar properties.
In conclusion, the ETS domain of Ergp55 protein
appears involved in the formation of a ternary complex
with Fos/Jun. Thus this observation taking together
with the mapping of the Erg domains responsible for
the homodimerization shows that the ETS domain
serves a key dual function, DNA-binding and in
protein ± protein interactions. It is also the case for
other transcriptional factors, for example, the Runt
family proteins are able to physically interact with
other factors via their RUNT domain, also responsible
of DNA-binding properties (Ogawa et al., 1993; Giese
et al., 1995).
The carboxy-terminal part of Erg proteins, comprising
the ETS domain, is sucient to mediate Erg/AP1
cooperation
We and other have previously shown that Ets proteins
and AP1 complex can cooperatively activate transcrip-
tion from a reporter construct containing a promoter
or a enhancer element (Wasylyk et al., 1990; Gutman
and Wasylyk, 1990; ButticeÁ et al., 1996). Human
collagenase1 promoter contains adjacent EBS and
AP1 sites, both of which are required for this
cooperative transcriptional regulation (ButticeÁ et al.,
1996). To assess directly the functional role of the
physical interaction between Erg proteins and AP1
complex, we performed a series of transient transfec-
tion assays in which we compared the ability of the
wild-type Erg isoforms and their deletion mutants to
activate collagenase1 promoter transcription coopera-
tively with Fos and Jun proteins. We transfected Cos-1
cells with a luciferase reporter construct containing
collagenasel promoter in conjunction with various
combinations of Erg and Fos/Jun proteins (Figure
3b). Overexpression of the three Erg isoforms tested
alone resulted in similar transactivation eect, respec-
tively ®ve-, four- and sixfold. Overexpression of Fos/
Jun proteins alone resulted in threefold transactivation
eect. Co-transfection of Ergp55, Ergp49, Ergp38 and
Fos/Jun proteins resulted in 20-, 16- and 13-fold
transactivation respectively which revealed a coopera-
tive eect of these factors. Similar results were
described with others Ets proteins family on an
arti®cial promoter (Bassuk and Leiden, 1995). Co-
transfection of Fos/Jun proteins with the 55307 ± 479
mutant, which corresponds to the carboxy-terminal
part of Erg proteins comprising the ETS domain,
resulted in a 18-fold transactivation. This result
demonstrated that this part of Erg proteins, which is
involved in physical interaction between Erg and Fos/
Jun proteins, is sucient to mediate Erg/AP1
cooperation. However, co-transfection of various Erg
mutants with Fos/Jun indicated that cooperative
transactivation by these factors was modulated by
other domains without direct implication in protein
interaction. First, the absence of the carboxy-terminal
part of Ergp55 and Ergp49 (551± 433 and 491±433 mutants)
resulted in a reduction of their cooperative eect with
AP1 complex (ten- and 14-fold). Second, CD acted as
an inhibitory domain of cooperation since co-transfec-
tion with 55D249 ± 308 mutant resulted in a better
cooperative eect than with the wild-type Ergp55 (24-
fold), these results are in favor of conformation
in¯uence of the Erg isoforms where CD is possibly
involved in speci®c protein interactions. In Figure 5,
we summarize the functions of the Ergp55 domains
de®ned in this paper.
Concluding remarks
Based on these observations, we can envisage several
models concerning the functional consequences of Erg
heterodimerization with Ets proteins. First, formation
of heterodimeric complexes between members of the
same family could be a mean to regulate their
transcriptional activity. For example, Erg/Ets-2 dimer
formation may prevent Ets-2 protein from acting as
transcriptional activator, as it was previously shown on
stromelysin1 promoter (ButticeÁ et al., 1996; Basuyaux
et al., 1997). In this case, monomeric proteins would be
functionally active while heterodimeric complexes
would be inactive by masking their transactivation
domains or modulating their availability to accessory
protein factors or other transcription factors like AP1.
Second, dimerization may prevent Ets proteins from
binding to genomic DNA target sites since Ets proteins
have always been described to bind in monomer form
(CreÂ pieux et al., 1994). Therefore, these two possibi-
lities are not mutually exclusive but could be
complementary. Moreover, various conditions would
necessarily modulate these regulatory interactions. One
of them is the competition for homodimerization versus
heterodimerization which depends on the relative
intracellular concentrations of Ets proteins. Another
one concerns the accessibility and the anity of DNA
target sites for maintaining the appropriate balance of
active monomers relative to inactive dimers.
In other respects, we and others have previously
shown that ets-1, erg and ¯i-1 are co-expressed during
chicken or mouse embryo development, particularly in
mesenchyme, blood vessel formation and neural crest
cell migration (Vandenbunder et al., 1989; Dhordain et
al., 1995; MeÂ let et al., 1996). Particularly, ets-2 and erg
are co-expressed in cartilaginous tissue during chicken
and mouse embryonic development (Maroulakou et al.,
1994; Dhordain et al., 1995). Based both on their
overlapping spatiotemporal expression patterns during
embryogenesis and on our biochemical data, we
propose that the Ets proteins ability to heterodimerize
to each other provides a regulatory mechanism by
which Ets proteins mutually regulate their transcrip-
tional actions in vivo. Similar regulation models have
Figure 5 Schematic representation of the functional domains of
the human Ergp55 protein and their involvement in dimerization
and transactivation properties. PNT: amino-terminal conserved
domain. CAE: domain coded by central alternative exons. CD:
central domain
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been proposed in various transcription factor families.
Indeed, for example, Msx and D1x homeoproteins,
which exhibit overlapping expression patterns, form
heterodimers with respect to their functional antagon-
ism (Zhang et al., 1997). Moreover, TBP dimerization
have been shown to inhibit DNA-binding and,
consequently, to provide a mode of regulating TBP-
DNA interaction (Taggart and Pugh, 1996). The
similarity of these observations and our results raises
the possibility that formation of inactive homo or
heterodimers could be a general mode of regulating
transcription factors activity in vivo.
Materials and methods
Plasmid constructs
In order to construct recombinant pGEX-2TK (Pharma-
cia), the cDNA encoding Ergp55 and Ergp49 were
ampli®ed by PCR, using pSG5-HuErgp55 and pSG5-
HuErgp49 as template (Duterque-Coquillaud et al., 1993),
with the 5' amplimer 5'-GAGGATCCCGGGTATGGC-
CAGCACTATTAAG and the 3' amplimer 5'-TTGA-
GTCCCGGGTCTTTAGTAGTAAGTGC. Each amplimer
contained SmaI sites, such that the resulting PCR products
®rst subcloned into pCRII (Invitrogen), and could be
ligated, upon digestion with SmaI, in frame into the unique
Smal site present within the pGEX-2TK polylinker. The
recombinant pGEX-2TK containing cDNA encoding
Ergp55 was digested by NdeI restriction enzyme and
religated to delete the ETS domain coding region.
Deletion mutants were obtained by PCR ampli®cation and
subcloned into pCRII. Mutants 551±306 and 491±90 were cloned
via EcoRI sites into pSG5. Template was Ergp55 cDNA for
all 55x-y mutants and Ergp49 cDNA for all 49x-y mutants. The
5' amplimer was 5'-AGACAGATCTCAATAAACTTGAT-
TGC and the 3' amplimers was, 5'-ACTTCATGGATTTG-
CAAGGCGGCTACTTG for 551± 306 mutant and 5'-CCT-
GGGGGCTCATATGGTTAAT for 491±190 mutant. The 551±
433, 491± 433, 55D307 ± 392, 55D249 ± 308 and 49D249 ± 308 mutants were
cloned via BglII sites into pSG5. The 5' amplimer was still
the same. For 551± 433 and 491±433, the 3' amplimer was 5'-AG-
ATCTACAAAGTTCATCTTCTGT. For 55D307 ± 392, 55D249 ± 308
and 49D249 ± 308, the 3' amplimer was 5'-CTAGATCTCT-
TCCCCGGCTTCC; the internal amplimers were 5'-GCC-
GCCTTGCAAATCCAGACTTCCAGGGGATCGCCCAG-
GCC for 55D307 ± 392 5'-CTGGATCTGGCCACTGCCTGGC-
CTAGTTGTAATTCT for 55D249 ± 308 and 5'-CTGGATCTG-
GCCACTGCCCTCTCTGAGGTAGTGGAG for 49D249 ± 308.
Mutant 55307 ± 479 was cloned via EcoRI sites into pSG5. The 5'
amplimer was 5'-AGATCTGCATTATGGCCGGCAGT-
GGCCAGATCCAGC and the 3' amplimer was 5'-CTA-
GATCTCTTCCCCGGCTTCC.
In vitro proteins synthesis
The in vitro T7 driver transcription and translation of the
cDNAs were simultaneously performed using TNT coupled
reticulocyte lysate system and [35S]methionine, according to
the instructions of manufacturer (Promega). The transla-
tion products were visualized in SDS ± PAGE and
quanti®ed by Phosphor Imager (Molecular Dynamics).
GST fusion proteins were isolated from E. coli XL1blue
bacteria containing the appropriate expression vectors. 20 ml
of an overnight culture was inoculated into 11 of 2XYT and
incubated at 378C until an absorption of 1 at 600 nm was
reached. Isopropyl-D-galactopyranoside (Boehringer) was
added to 1 mM ®nal concentration and the culture was
incubated for additional 5 h. After centrifugation, bacterial
pellet was suspended in 10 ml PBS-Triton X-100 1%
containing a quarter of a protease inhibitors cocktail tablet
(Boehringer) and lysed by passing through a French press
twice. After centrifugation at 10 000 g for 10 min at 48C,
DNAseI (Boehringer) was added to 1 mM ®nal concentra-
tion to the supernatant containing soluble proteins. GST
fusion proteins were then puri®ed on glutathione-Sepharose
beads column (Pharmacia) in accordance with the manufac-
turer's instructions. The concentrations and purities of the
GST fusion proteins were estimated by SDS±PAGE,
followed by Coomassie blue staining.
Pull-down assays
50 ml of Glutathione Sepharose beads (Pharmacia) were
incubated with 1 mg of either GST or GST ± Ergp55 or
GST ±Ergp49 or GST ±DETS fusion proteins in NETN
(20 mM Tris HCl pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5%
NP40), for 1 h at 48C. Beads were washed three times with
incubation buer (12 mM HEPES pH 7.9, 4 mM Tris HCl
pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM EDTA) and
resuspended in 30 ml of a mixture containing 35S-labeled
protein expressed in reticulocyte lysate and incubation
buer. After 1 h at 48C, beads were washed ®ve times with
NETN and mixed with SDS-sample buer. The bound
proteins were analysed by SDS ± PAGE followed by
autoradiography.
Transactivation assays
Human HepG2 hepatocarcinoma cells (H8065) from
American Type Culture Collection and Cos-1 cells were
cultured for 24 h in DMEM (Life Technologies Inc.)
containing 10% fetal calf serum (FCS), gentamycin
(100 units/ml). They were rinsed and incubated in 1 ml
of OptiMEM (Life Technologies, Inc.) with a mixture of
DNA (maximal amount 1 mg) and Poly Ethylene Imine
(4 ml, Euromedex). In each experiment, plates were
incubated with the same total plasmid amount (1 mg)
completed as necessary with the corresponding empty
vector. Cells were incubated overnight, harvested and
disrupted in lysis buer (Promega). The supernatant was
assayed for protein content (Bio-Rad protein assay) and
processed for luciferase assay. Reaction mixtures, contain-
ing 20 ml of cell extract and 80ml of luciferase assay buer
(25 mM Tris phosphate pH 7.8, 8 mM MgCl2, 1 mM DTT,
Triton X-100 1% v/v) were measured in a Berthold Lumat
LB9501 luminometer following injection of luciferine
assay solution (0.25 mM luciferine and 2 mM ATP in
luciferase assay buer). Triplicate samples were performed
in two or three experiments, and the values obtained were
veri®ed by normalization to the proteins content of each
cell extract. In addition, we used pSV2-Luc plasmid as
positive control of transfection. For each protein
expression vector transiently transfected in the two cell
lines used in this study, their expression level was shown
similar by immunoprecipitating labeled protein extracts
with Erg speci®c polyclonal antibodies (Dhordain et al.,
1995).
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Présentation du gène ERG 
 
 Le gène ERG humain (‘ETS Related Gene’) est à l’origine de plusieurs transcrits dont 
les deux premiers ADNc appelés ERG1 et ERG2 ont été identifiés en 1987 lors d’un criblage 
d’une banque de cellules d’adénocarcinome colique humain, les cellules COLO320, sur la 
base de leur homologie de séquence avec le gène ETS-2 (Rao et al., 1987; Reddy et al., 1987). 
Les deux ARNm correspondants diffèrent dans leur partie 5’ par l’insertion de 218 
nucléotides dans ERG2 (Figure II-13). Cette insertion est due à un événement de promotion 
alternative qui provoque un décalage dans le cadre de lecture ouverte et par là même induit 
l’utilisation d’un codon d’initiation de la traduction alternatif (Rao et al., 1987). Le criblage 
d’une banque d’ADNc de foie fœtal humain avec une sonde issue de ERG1/ERG2 a permis 
d’identifier trois nouveaux transcrits appelés p38ERG, p55ERG et p49ERG (Figure II-13) 
(Duterque-Coquillaud et al., 1993). Une ADNc partiel appelé ERG3 a aussi été décrit et 
correspondrait à la forme p55ERG (Prasad et al., 1994). Les trois ADNc p38ERG, p55ERG et 
p49ERG se différencient d’ERG1 et d’ERG2 dans leurs extrémités 5’ et leurs régions centrales 
(Figure II-13). Ceci est dû à la fois à l’utilisation alternative de sites d’initiation de la 
transcription et à des épissages alternatifs gouvernant la présence des exons appelés A81 et 
A72 (Duterque-Coquillaud et al., 1993). L’existence d’un ADNc ne comprenant que l’exon 
A81 mais ne correspondant ni à ERG1, ni à ERG2, ni à p38ERG a été aussi évoquée (Ichikawa 
et al., 1999). 
 Un ADNc représentant a priori l’homologue aviaire de l’isoforme humaine p55ERG a 
été isolé lors d’un criblage d’une banque d’ADNc de rate de poulet (Dhordain et al., 1995). 
Enfin, un nouveau variant d’épissage aviaire appelé C-1-1 et non encore identifié chez 
l’Homme vient d’être décrit (Iwamoto et al., 2000). Sa particularité étant qu’il ne contient que 
 
 
 
Figure II-13 : Les isoformes issues du gène ERG humain. La séquence de chaque protéine est déduite de la séquence de l’ADNc correspondant. La 
numérotation en acides aminés est indiquée. Le domaine ETS est représenté en rouge, le domaine SAM/PNT en bleu ciel, la région codée par les exons 
alternatifs A81 et A72 en vert et jaune, respectivement, les extrémités codées par la région 5’ en mauve. Les événements d’épissage alternatif sont représentés 
par des traits pointillés. L’isoforme humaine ne contenant que l’exon A81 décrite dans (Ichikawa et al., 1999) et celle aviaire ne contenant que l’exon A72 
(Iwamoto et al., 2000) ne sont pas représentées puisque seules les régions centrales ont été séquencées. 
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l’exon A72. Le ou les homologues murins ne sont par encore décrits mais sont en cours de 
caractérisation dans notre laboratoire. 
 Cela fait beaucoup de types d’ARN pour un seul gène ETS. Mais il existe aujourd’hui 
de nombreux exemples qui montrent l’existence de plusieurs isoformes du même facteur ETS. 
C’est en particulier vrai pour les gènes NET et TEL2 qui codent au moins 5 et 6 isoformes, 
respectivement (Wasylyk et al., 1998; Gu et al., 2001). On peut se poser dès à présent la 
question du rôle spécifique que jouent toutes ces isoformes. La conclusion majeure qui se 
dégage, étant que la plupart des isoformes contrôlent négativement l’activité de la forme dite 
‘de pleine longueur’. 
 NET. Les 2 isoformes les mieux caractérisées se prénomment NET et NET-b 
(Giovane et al., 1997). Les analyses d’expression en RT-PCR dans divers tissus et lignées 
cellulaires montrent que ces deux isoformes n’ont apparemment pas d’expression 
différentielle (Hagemeier et al., 1993). La différence la plus significative se situe au niveau 
des domaines fonctionnels puisque la forme NET-b ne contient plus ni le domaine de 
répression dépendant de CtBP, ni le domaine de régulation C (Figure II-6). NET-b est 
toujours capable de réprimer le promoteur du gène c-Fos et de former un complexe ternaire 
avec la protéine SRF mais n’est, par contre, plus inductible par la voie RAS (Giovane et al., 
1997). L’hypothèse étant qu’à l’état quiescent, ce promoteur est préférentiellement réprimé 
par NET-b et que l’induction par le sérum active NET, SAP ou ELK-1 (Giovane et al., 1997). 
Alternativement, nous avons déjà évoqué le fait que le promoteur de c-Fos peut-être activé ou 
réprimé par la protéine ELK-1 selon qu’elle recrute des co-activateurs ou des co-répresseurs 
(Yang et al., 2001). L’existence d’au moins 5 facteurs TCF capables de cibler le même 
promoteur suggère un mécanisme complexe de régulation dans lequel la balance entre 
facteurs activateurs et facteurs répresseurs déterminent certainement son niveau d’activation. 
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Le recrutement de l’activateur ou du répresseur étant lui-même sous l’influence d’un 
mécanisme de phosphorylation (Giovane et al., 1997; Yang et al., 2001). 
 TEL2. Le gène TEL2 code au moins 6 isoformes (Gu et al., 2001). La protéine de 
pleine longueur est capable de former des homodimères TEL2/TEL2 et des hétérodimères 
TEL2/TEL1. Cette propriété requiert évidemment le domaine SAM/PNT (Potter et al., 2000). 
De manière intéressante, deux des isoformes appelées TEL2a et TEL2c présentent des 
altérations du domaine SAM/PNT. Dans un cas (TEL2a), la présence d’un exon alternatif 
change la phase ouverte de lecture et ajoute un ATG supplémentaire, ce qui serait à l’origine 
de deux protéines. L’une faisant 111 acides aminés et ne comprenant que le domaine 
SAM/PNT, l’autre faisant 282 acides aminés et n’ayant pas de domaine SAM/PNT. Dans 
l’autre cas (TEL2c), l’épissage induit une protéine sans domaine SAM/PNT (Gu et al., 2001). 
Il reste à valider l’existence de toutes ces isoformes in vivo mais il est intéressant de noter que 
les protéines TEL2a et TEL2b n’ont plus de capacités répressives (Gu et al., 2001). Ceci 
confirme d’une part, que le domaine SAM/PNT est important pour la répression, mais indique 
aussi d’autre part, que l’épissage peut générer des protéines possédant des propriétés 
opposées. Comme dans le cas de NET, on pourrait très bien imaginer l’existence d’une 
régulation positive et négative d’un même promoteur par un même facteur de transcription qui 
existerait sous des formes différentes. En particulier, le choix de la forme ‘inhibitrice’ ou 
‘activatrice’ dépendrait en partie des différentes voies de signalisation situées en amont. 
 ERG. Les données dont on dispose sur les propriétés des différentes isoformes du 
gène ERG sont plutôt en faveur d’une spécificité tissulaire. J’ai déjà évoqué dans le 
paragraphe II-2-3-2 son rôle dans la mise en place du cartilage. Chez le poulet, il semble en 
particulier que la forme contenant les exons A81 et A72 soit requise pour la maturation des 
chondrocytes alors que la forme ne contenant que A72 l’inhibe (Iwamoto et al., 2000). Aucun 
rôle fonctionnel n’a pu jusqu’à présent être attribué à la région codée par ces deux exons 
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alternatifs. Les protéines humaines ERG p38, p55 et p49 ne présentent pas de différences de 
fixation à l’ADN ou d’activité transactivatrice in vitro (Duterque-Coquillaud et al., 1993) 
(voir aussi la discussion de l’article). Le gène ERG s’exprime aussi dans les territoires 
endothéliaux (Dhordain et al., 1995; Vlaeminck-Guillem et al., 2000). Des données récentes 
d’expression par RT-PCR dans différentes lignées endothéliales suggèrent que les formes 
p38ERG et p55ERG sont majoritaires (Hewett et al., 2001). La recherche des isoformes 
spécifiques du cartilage est en cours dans notre groupe. Toutes ces données sont en faveur 
d’une expression préférentielle de certaines isoformes dans un tissu plutôt qu’un autre et 
suggèrent l’existence d’au moins deux promoteurs (Martine Duterque, résultats non publiés 
chez la souris). Il est cependant troublant de retrouver la forme p55ERG à la fois dans le 
cartilage et les cellules endothéliales, même s’il s’agit d’expériences réalisées chez le Poulet 
et l’Homme. Les résultats d’hybridation in situ avec des sondes spécifiques de chaque 
isoformes ainsi que le clonage du ou des promoteurs du gène devraient permettre de clarifier 
cette situation. 
 Nous sommes donc face à une situation qui se complexifie à mesure que de nouveaux 
facteurs ETS apparaissent, parfois sous plusieurs isoformes. Si l’on inclus les possibilités 
d’interactions homotypiques de type TEL/TEL et hétérotypiques de type TEL/FLI-1 ou 
ERG/ETS-2, les combinaisons d’interactions sont plutôt vastes. Le rôle fonctionnel de toutes 
ces isoformes reste à valider mais il semble au moins qu’elles soient capables de réguler en 
partie l’activité de la protéine dite ‘de pleine longueur’, souvent de manière négative. 
 
Historique des travaux 
 
 Comme les autres membres de la famille ETS, les protéines ERG se comportent in 
vitro comme des activateurs transcriptionnels capables de lier des sites de liaison de type 5’-
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GGAA/T-3’ (Reddy et Rao, 1991; Duterque-Coquillaud et al., 1993; Siddique et al., 1993; 
Prasad et al., 1994). Leur activité transcriptionnelle est globalement faible et est commune à 
toutes les isoformes (Reddy et Rao, 1991; Duterque-Coquillaud et al., 1993). Les premières 
études de ERG1 et ERG2 ont démontré l’existence de deux domaines transactivateurs : l’un 
situé dans la région N-terminale comprenant le domaine SAM/PNT et l’autre tout à fait en C-
terminal (Figure II-4) (Siddique et al., 1993). La région centrale de ces deux protéines 
semblent avoir un effet inhibiteur sur la transactivation (Siddique et al., 1993). 
 L’origine ‘historique’ de notre travail est issue des études de régulation de deux 
métalloprotéinases (MMP), la Collagénase-1 et la Stromélysine-1 (Butticè et al., 1996). Nous 
avons déjà dit précédemment que les facteurs ETS étaient impliqués dans les phénomènes de 
remodelage de la matrice extracellulaire et que leur activité passait par la régulation de 
plusieurs gènes codant des protéases de la famille des MMP (Trojanowska, 2000). Les 
protéines ERG sont ainsi capables de réguler le promoteur du gène de la Collagénase-1, mais 
pas celui de la Stromélysine-1 (Butticè et al., 1996). La transactivation de la Collagénase-1 se 
fait en coopération avec le facteur de transcription FOS/JUN et implique une interaction 
physique entre ERG et JUN (Butticè et al., 1996). Ces deux promoteurs sont aussi activés par 
ETS-2 et la présence d’ERG inhibe l’activité d’ETS-2 spécifiquement sur la Stromélysine-1. 
Cet antagonisme de fonction ne semble pas lié à une différence d’affinité des deux protéines 
ETS vis-à-vis de l’ADN puisqu’elles se fixent de manière similaire (Butticè et al., 1996). 
L’hypothèse étant plutôt celle d’une interaction physique bloquant l’activité de ETS-2. 
 Dans cette première partie de notre travail, nous avons donc voulu : 
1- Etudier les capacités d’interactions physiques entre ERG et les autres 
membres de la famille ETS. 
2- Isoler les domaines de ERG nécessaires à ces interactions et identifier ceux 
impliqués dans l’interaction avec JUN. 
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3- Isoler les domaines transactivateurs des formes p55, p38 et p49, les 
comparer avec ceux d’ERG1 et ERG2, et enfin définir leur rôle dans la 
coopération transcriptionnelle avec le complexe FOS/JUN. 
 
Discussion du papier numéro 1 et résultats complémentaires 
 
1- Dimérisation et fixation à l’ADN 
 Les premières études de régulation du promoteur de la Stromélysine-1 par les facteurs 
ETS ont montré que la protéine ERG était capable de réprimer l’activité de ETS-2 (Butticè et 
al., 1996). Cette inhibition fonctionnelle ne semble pas impliquer une compétition pour le 
même site de liaison mais plutôt un blocage de l’activité de ETS-2 par interaction physique 
directe avec ERG (Basuyaux et al., 1997). ERG forme en effet, in vitro, des hétérodimères 
avec ETS-2. Ces interactions impliquent à la fois le domaine ETS et le domaine 
transactivateur de ETS-2. Les deux hypothèses les plus probables étant qu’ERG bloque 
l’activité d’ETS-2 en masquant son domaine transactivateur qui ne pourrait plus jouer son rôle 
et/ou empêche sa fixation à l’ADN (Basuyaux et al., 1997). Depuis cette étude, le mécanisme 
n’a toujours pas été identifié. Cependant, ces résultats montraient pour la première fois que 
deux facteurs ETS différents pouvaient interagir et laissaient supposer que cela pouvait être 
une propriété partagée par d’autres facteurs ETS puisque ETS-1 est aussi capable d’interagir 
avec ETS-2 (Basuyaux et al., 1997). 
 Nous avons donc testé dans un premier temps, la capacité des isoformes p38, p55 et 
p49 à former des dimères in vitro. La technique choisie pour détecter ces interactions étant la 
co-rétention protéique ou ‘pull-down’. Les protéines ERG forment ainsi trois types de dimères 
in vitro : (1) des homodimères p55/p55, (2) des homo-iso-dimères p55/p49 et p55/p38 et (3) 
des hétérodimères entre la p55 et plusieurs autres protéines ETS (voir Figure 2 du papier 
 
 
 
Figure II-14 : La dimérisation des protéines ERG est incompatible avec la fixation à l’ADN. (A) Absence de 
complexe intermédiaire en retard sur gel. La protéine p55ERG est représentée avec ses domaines fonctionnels : 
domaine SAM/PNT en grisé, la région codée par les exons alternatifs A81 et A72 en striée et le domaine ETS en 
pointillé. Les expériences de retard sur gel ont été effectuées avec un site EBS optimisé appelé PEA3max : 
GATCTTCGAAACGGAATTCGAG. Les protéines p55ERG et ERG(307-479) ont été traduites in vitro en lysat 
de réticulocytes puis incubées seules ou mélangées avec la sonde PEA3max radiomarquée au γ -ATP P32. (B) La 
présence d’un site de fixation pour la famille ETS inhibe la dimérisation des protéines ERG. La protéine 
ERG(307-479) radiomarquée au 35S a été incubée avec la GST ou la GST-DBDR367K selon les conditions 
expérimentales décrites dans le papier numéro 1. La protéine de fusion GST-DBDR367K contient le domaine 
ETS de la protéine ERG muté sur une des deux arginines indispensables à la fixation à l’ADN. Cette mutation 
abolit la liaison à l’ADN mais pas la dimérisation des protéines ERG (voir papier numéro 2). La présence du site 
PEA3max lors de la réaction inhibe la dimérisation. Ce résultat est spécifique d’un site ETS puisqu’une sonde 
non apparentée (CAACTAGGTCACTAGGTCAAAG) n’inhibe pas cette dimérisation. La présence du Bet ne 
modifie pas non plus la formation des dimères ERG/ERG, ce qui est en faveur d’une interaction indépendante de 
l’ADN. 
p55ERG
1 122 195 307 390 479
307 479
ERG(307-479)
ERG(307-479)
p55ERG + +
+ +
-
-
-
-
Sonde libre
A
B
In
pu
t
G
ST - + E
B
S
+ 
no
n 
ap
pa
re
nt
é
+ 
B
et
ERG(307-479)
GST-DBDR367K
GST-DBDR367K
GST
307 390
GST
R367K
GST
SAM/PNT A81A72 ETS
ETS
ETS
In
pu
t
G
ST - + E
B
S
+ 
no
n 
ap
pa
re
nt
é
+ 
B
et
In
pu
t
G
ST - + E
B
S
+ 
no
n 
ap
pa
re
nt
é
+ 
B
et
 96
numéro 1). On parle ici de dimérisation mais rien ne permet d’exclure une oligomérisation 
puisque les techniques de co-rétention protéique ne permettent pas de déterminer le nombre 
de protéines impliquées dans l’association. Parmi les membres de la famille ETS que nous 
avons testé, ERG interagit préférentiellement avec ETS-2, FLI-1, ER81 et PU-1. L’interaction 
avec FLI-1 et ETS-2 n’est pas surprenante puisque FLI-1 est le membre le plus proche d’ERG 
(70% d’homologie entre les deux protéines) et qu’elle avait déjà été montrée pour ETS-2 
(Basuyaux et al., 1997). ERG interagit aussi avec ER81 et PU-1, bien que leur homologie soit 
beaucoup plus faible. Seul le domaine ETS est commun à tous ces facteurs, ce qui laisse 
supposer qu’il est impliqué dans ces hétérodimérisations. Cependant, ELK-1, ERM ou PEA3 
n’interagissent pas avec ERG, ce qui suggère aussi que des régions autre que le domaine ETS 
pourraient influencer ces interactions. De manière intéressante, des interactions TEL/FLI-1 et 
ELK-1/ELK-1 ont aussi été décrites (Kwiatkowski et al., 1998; Drewett et al., 2000). 
L’interaction TEL-FLI-1 semble plutôt impliquer le domaine SAM/PNT des deux protéines 
alors que l’interaction ELK-1/ELK-1 impliquerait le domaine ETS et le domaine C. 
Toutes ces interactions (TEL/FLI-1, ELK-1/ELK-1, ERG/ETS-2 et ERG/ERG) ont 
plutôt des effets négatifs. Dans le cas particulier des dimères ELK-1/ELK-1 (Drewett et al., 
2000) et ERG/ERG (Figure II-14), il est clair que la dimérisation est incompatible avec la 
fixation à l’ADN. Nos expériences complémentaires de retard sur gel, qui associent la 
protéine sauvage p55 à divers mutants de délétion, n’ont jamais montré l’existence de 
complexes intermédiaires représentatifs de complexes ternaires (Figure II-14). Cette 
incompatibilité semble spécifique d’un site de liaison 5’-GGAA-3’ puisque sa présence inhibe 
la dimérisation de ERG alors qu’un site non apparenté n’a pas d’effet. Par contre la 
dimérisation est toujours effective en présence de bromure d’éthidium (BET qui est un 
intercalant de l’ADN), ce qui suggère fortement qu’elle est indépendante de l’ADN (Figure 
II-14). 
 
 
 
 
 
 
Figure II-15 : L’interaction DBD/DBD est l’interaction majeure lors de la dimérisation des protéines ERG. Les 
différentes protéines de fusion utilisées dans ces expériences de ‘pull-down’ sont indiquées. Le protocole 
expérimental est le même que celui décrit dans le papier numéro 1. 
GSTGST
GST-p55ERG
1 122 195 307 390 479
GST
GSTGST-∆ETS
GSTGST-DBD
GSTGST-SAM/PNT
1 121 193 277 361 452
GSTGST-FLI-1
ERG(307-479)
In
pu
t
G
ST
-p
55
ER
G
G
ST
-∆
ET
S
G
ST
-D
B
D
G
ST
-S
A
M
/P
N
T
G
ST
-F
LI
-1
G
ST
ERG(307-479)
p55ERG
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
G
ST
G
ST
In
pu
t
G
ST
-p
55
ER
G
G
ST
-∆
ET
S
G
ST
-D
B
D
G
ST
-S
A
M
/P
N
T
G
ST
-F
LI
-1
G
ST In
pu
t
G
ST
-D
B
D
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
G
ST
G
ST
In
pu
t
G
ST
-p
55
ER
G
G
ST
-∆
ET
S
G
ST
-D
B
D
G
ST
-S
A
M
/P
N
T
G
ST
-F
LI
-1
G
ST
In
pu
t
G
ST
-p
55
ER
G
G
ST
-∆
ET
S
G
ST
-D
B
D
G
ST
-S
A
M
/P
N
T
G
ST
-F
LI
-1
G
ST
In
pu
t
G
ST
-p
55
ER
G
G
ST
-∆
ET
S
G
ST
-D
B
D
G
ST
-S
A
M
/P
N
T
G
ST
-F
LI
-1
G
ST In
pu
t
G
ST
-D
B
D
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
G
ST
G
ST
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
G
ST
G
ST
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
In
pu
t
G
ST
-D
B
D
G
ST
G
ST
 97
Ce mécanisme de répression n’a pas été testé pour TEL/FLI-1 (Kwiatkowski et al., 
1998; Kwiatkowski et al., 2000) et nous avons déjà évoqué cette possibilité pour ETS-2/ERG 
(Basuyaux et al., 1997). Cette situation est très proche du mécanisme d’auto-inhibition de la 
liaison à l’ADN déjà évoqué pour plusieurs facteurs ETS (Graves et al., 1998). L’auto-
inhibition est souvent intra-moléculaire et se définit comme une ‘conformation fermée’ dans 
laquelle des régions adjacentes à un domaine de liaison à l’ADN sont repliées de telle manière 
qu’elles empêchent la fixation à l’ADN (voir Acte II). Dans les cas qui nous intéresse, on peut 
comparer la dimérisation à une inhibition inter-moléculaire. La dimérisation empêche la 
reconnaissance de l’ADN et offre ainsi un mécanisme de régulation supplémentaire à la 
spécificité d’action de chaque facteur. Tout comme le cas des enzymes allostériques que nous 
avons évoqué dans le chapitre I, il semble que ces mécanismes d’inhibition permettent de 
contrôler l’activité des facteurs de transcription qui ne pourraient ‘fonctionner’ qu’en étant 
activés. Le facteur déclenchant pouvant être une phosphorylation, un site ADN particulier ou 
un cofacteur. Ces réflexions seront détaillées plus en détails dans la chapitre suivant. 
 L’utilisation de plusieurs mutants de délétion des protéines ERG nous a ensuite permis 
d’identifier les domaines particuliers impliqués dans ces dimérisations. La forme p55 est ainsi 
capable d’interagir avec deux sous-régions indépendantes comprenant soit le domaine 
SAM/PNT, soit le domaine ETS (voir Figure 2 du papier). Les mêmes résultats ont été 
obtenus entre la protéine p55 ERG et FLI-1 (résultats non montrés et Figure II-15). La région 
centrale semble influencer la capacité du domaine SAM/PNT à dimériser alors qu’elle n’a pas 
d’effet sur le domaine ETS (résultats non montrés). Si on revient à la structure des domaines 
SAM/PNT des protéines ETS-1 ou TEL (Figures II-9 et II-10 de l’introduction), ces résultats 
suggèrent encore une fois que la différence de composition en acides aminés des domaines 
SAM/PNT des facteurs ETS ainsi que leur position dans la protéine pourraient modifier leurs 
propriétés de dimérisation. Nous avons en effet été incapables de détecter une interaction 
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entre le domaine SAM/PNT de ERG fusionné à la GST et la protéine ERG totale ou un 
mutant de délétion comprenant le domaine ETS. Par contre le domaine ETS seul, fusionné à 
la GST, semble suffisant pour ces interactions (Figure II-15). Toutes ces données suggèrent 
que le domaine majeur de dimérisation des protéines ERG est le domaine ETS alors que la 
contribution du domaine SAM/PNT est faible voire négligeable. L’implication du domaine 
SAM/PNT des protéines ERG dans le recrutement d’autres facteurs n’est bien sûr pas exclue 
et son utilisation comme appât en double hybride pourrait être un outil de choix pour cette 
exploration. L’autre élément qui semble se dégager est que le domaine ETS n’est pas 
uniquement un domaine de liaison à l’ADN mais qu’il faut aussi le considérer comme une 
interface d’interactions protéiques. Cette nouvelle propriété n’a pas cessé de se confirmer 
depuis (voir l’acte II). 
 
 2- Domaines transactivateurs et coopération transcriptionnelle 
 Nous avons ensuite cherché à identifier les domaines importants pour l’activité 
transactivatrice des protéines ERG. Pour ce faire, nous avons réalisé des expériences de 
transfections transitoires avec deux gènes rapporteurs et différents mutants de délétions des 
protéines ERG. Notre choix c’est porté sur un promoteur synthétique appelé TORU (‘TPA 
Oncogene Responsive Unit’) qui correspond à quatre fois l’élément de réponse ETS/AP1 
identifié dans l’enhancer du virus du polyome (Martin et al., 1988; Wasylyk et al., 1990) et au 
promoteur naturel de la Collagénase-1 (Butticè et al., 1996). Ces deux promoteurs sont de 
bons modèles d’étude pour répondre aux questions que l’on se pose puisqu’ils sont régulés à 
la fois par les facteurs ETS et le complexe AP1 (Gutman et Wasylyk, 1990; Wasylyk et al., 
1990; Butticè et al., 1996). 
 Dans l’ensemble, l’isoforme p55 semble avoir une activité transactivatrice supérieure à 
p49 et p38. Ceci est surtout vrai pour l’élément TORU (notre étude) ou le LTR du virus de 
 
 
Figure II-16 : Les domaines fonctionnels de la protéine p55ERG. 
 
Domaine transactivateur N-terminal : Acides aminés 118 à 202, par analogie avec celui de ERG2 (Siddique et al., 1993) et de son plus proche parent FLI-1 
(Rao et al., 1993). La délétion des acides aminés 1 à 307 entraîne une diminution de la transactivation de 60% (notre étude). La délétion des acides aminés 198 
à 248 (on obtient la p49) entraîne une diminution de 40 à 50% de la transactivation (Duterque-Coquillaud et al., 1993) (notre étude). 
Domaine transactivateur C-terminal : Acides aminés 433 à 479, par analogie avec celui de ERG2 (Siddique et al., 1993) et de son plus proche parent FLI-1 
(Rao et al., 1993). La délétion de cette région diminue la transactivation de 50% (notre étude). 
Domaine inhibiteur : Acides aminés 248 à 307, par analogie avec le domaine répresseur de ERG2 (Siddique et al., 1993). La délétion de ce domaine 
augmente la transcription de 25% (notre étude). Sa présence dans le contexte d’une protéine mutante p55ERG (1 à 306) bloque la dimérisation (notre étude). 
Signal de localisation nucléaire (NLS) : Acides aminés 347 à 366, par analogie avec celui de p54 ETS-1 (84% d’identité pour cette région de 19 acides 
aminés) (Boulukos et al., 1989). 
Domaine SAM/PNT : Acides aminés 122 à 195. La région 1 à 195 est impliqué dans la dimérisation des protéines ERG mais le domaine SAM/PNT seul ne 
semble pas suffisant (notre étude). 
Domaine ETS : Acides aminés 307 à 390. Comme tous les facteurs ETS, le domaine ETS est suffisant pour fixer une séquence cible de type 5’-GGAA/T-3’ 
(Siddique et al., 1993). Sa délétion abolit la dimérisation des protéines ERG et le recrutement de la protéine JUN (notre étude). 
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Moloney (MSV-LTR) (Duterque-Coquillaud et al., 1993). Cette différence étant 
probablement liée à la présence de la région codée par les exons alternatifs A81 et A72. Pour 
vérifier leur pouvoir transactivateur potentiel, il faudrait par exemple les fusionner à un 
domaine de liaison à l’ADN hétérologue de type Gal4 et tester l’activité des ces protéines 
chimères. Néanmoins, les protéines ERG p55, p49 ou p38 contiennent deux domaines 
transactivateurs indépendants principaux situés dans la région N-terminale englobant le 
domaine SAM/PNT et dans la région C-terminale (Figure II-16). Cette situation est similaire à 
celle retrouvée avec ERG1 et ERG2 (Siddique et al., 1993). Le domaine central qui bloque la 
dimérisation dépendante du domaine SAM/PNT inhibe aussi l’activité transactivatrice des 
protéines ERG puisque sa délétion augmente l’activité de la protéine p55. Nous ne savons pas 
s’il existe un lien entre ces deux phénomènes. Ces deux domaines sont plutôt de type riche en 
glutamine et sont uniques à la sous-famille ERG/FLI-1 (Figure II-4). Pour le moment, aucun 
élément n’existe pour dire que ces domaines contactent des protéines impliquées dans la 
transcription comme c’est le cas pour les domaines transactivateurs de ERM ou PU-1 par 
exemple (voir paragraphe II-3-1). Leurs mécanismes d’action restent à élucider. 
 Cependant, l’étude de la coopération transcriptionnelle entre ERG et FOS/JUN sur le 
promoteur de la Collagénase-1 offre de nouvelles pistes intéressantes. Cette coopération 
nécessite une interaction physique entre la protéine ERG et la protéine JUN (Butticè et al., 
1996). Le domaine d’interaction semble être le domaine ETS puisque sa délétion abolit 
totalement le recrutement de JUN ou du complexe FOS/JUN in vitro (voir Figure 4 du papier 
numéro 1). Cette situation semble partagée par plusieurs facteurs ETS puisque ETS-1, ELF-1, 
PU-1 et FLI-1 interagissent aussi avec JUN (Bassuk et Leiden, 1995). Cette affinité 
particulière ne s’arrête pas à l’hétérodimère FOS/JUN puisque d’autres facteurs de 
transcription de la famille bZIP interagissent avec la famille ETS. C’est le cas par exemple de 
MafB dont la présence réprime l’activité de ETS-1 lors de la différenciation érythroïde 
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(Sieweke et al., 1996). Néanmoins, toutes les interactions décrites jusqu’à présent ne font 
intervenir que la protéine JUN et jamais la protéine FOS (Bassuk et Leiden, 1995; Nakae et 
al., 1995; Butticè et al., 1996). De manière surprenante, il semble que la forme p49 soit 
capable de recruter FOS. Cette particularité semble difficile à appréhender puisque dans notre 
cas, c’est la perte d’un domaine (la région A81-A72) et non la présence d’un domaine 
supplémentaire qui est à l’origine de ce résultat. Bien entendu, cette région pourrait empêcher 
l’interaction avec FOS par encombrement stérique par exemple. Mais cette région n’existe a 
priori pas chez les autres facteurs ETS qui ne sont pas non plus capables d’interagir avec 
FOS. En tout cas dans notre système, la coopération entre l’isoforme p49 et FOS/JUN n’est 
pas plus forte que celle observée avec la p55 ou la p38. Il semble que cette coopération 
dépende surtout de la présence du domaine transactivateur C-terminal de ERG qui est 
commun aux trois isoformes (voir Figure 3 du papier numéro 1). Par contre, le domaine 
transactivateur N-terminal ne semble pas requis puisque sa délétion n’a pas d’effet sur cette 
coopération. 
En conclusion, nos résultats confirment et étendent les propriétés du domaine ETS, 
qui, dans le cas de la protéine ERG, est au moins impliqué dans trois types d’interactions : (1) 
fixation à l’ADN, (2) homodimérisation et (3) interaction avec JUN. Cependant, l’interaction 
physique entre ERG et JUN ne semble pas suffisante à la coopération transcriptionnelle et 
nécessite aussi la présence du domaine transactivateur C-terminal. Nous avons donc choisi de 
concentrer nos efforts sur cette ‘triple potentialité’ et cherché à identifier les mécanismes 
moléculaires impliqués dans le recrutement du complexe FOS/JUN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE III 
ACTE II : MISE EN SITUATION 
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CHAPITRE III 
 
ACTE II : MISE EN SITUATION 
 
III-1 Que retenir de l’acte I 
 
Pour reprendre la métaphore de la pièce de théâtre, je dirai que l’acte I a servi à mettre 
en place la situation, les acteurs et de poser le problème. La question étant de comprendre 
comment les facteurs de transcription de la famille ETS peuvent assurer une grande diversité 
de fonctions alors qu’ils partagent de nombreuses propriétés communes. Les divers exemples 
que j’ai pu donner dans le premier acte permettent de dégager quelques éléments importants. 
Il existe a priori six paramètres qui concourent à l’identité de chaque facteur ETS (Figure III-
1). Nous avons vu que le patron d’expression des gènes ETS est relativement variable, 
certains membres étant spécifiques d’un tissu comme PU-1 dans l’hématopoïèse, et d’autres 
étant plus ubiquitaires comme ETS-2. Bien que ce mécanisme contribue incontestablement à 
la spécificité biologique des facteurs ETS, il est clair que des mécanismes additionnels 
doivent exister pour permettre cette spécificité, en particulier dans des tissus où plusieurs 
membres de la famille s’expriment. De même, les différents domaines transactivateurs ou 
répresseurs des protéines ETS, ainsi que leurs partenaires transcriptionnels, sont certes 
hétérogènes mais très peu semblent avoir des propriétés distinctives. Enfin, nous avons aussi 
évoqué le fait que plusieurs facteurs ETS sont soumis à des régulations post-traductionnelles. 
Néanmoins, les déterminants de ces modifications sont fréquemment conservés entre les 
facteurs ETS du même sous-groupe (ETS-1 et ETS-2 par exemple) mais sont souvent distincts 
entre sous-groupes (ETS-1/ETS-2 versus TCF). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-1 : Les multiples fonctions des protéines ETS. Les différentes fonctions biologiques des 
facteurs ETS que nous avons évoquées dans le chapitre II sont indiquées dans le cadre grisé. Les 
paramètres principaux qui contribuent à la spécificité sont de part et d’autre de ce cadre. 
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Plus qu’un seul mécanisme, il semble bien que ce soit un panachage de tous ces 
paramètres qui contribue à la spécificité des facteurs ETS. A titre d’exemple, je vais dans cet 
acte II, principalement discuter trois mécanismes de régulation qui sont : (1) la spécificité de 
liaison à l’ADN, (2) la nature et les effets des régulations intra-moléculaires et (3) la nature 
des partenaires d’interactions protéiques. Cette partie se terminera par la présentation et la 
discussion des articles numéro 2 et 3. Puis je clôturerai cette thèse en proposant un schéma 
récapitulatif de fonctionnement des facteurs ETS ainsi qu’une synthèse générale. 
 
III-2 La sélectivité de liaison à l’ADN distingue-t-elle les facteurs ETS ? 
 
 III-2-1 La séquence consensus 5’-GGAA/T-3’ 
 En vertu de la grande conservation du domaine ETS, les différents membres de la 
famille sont capables de reconnaître la même séquence consensus centrée sur le cœur 5’-
GGAA/T-3’ (Tableau III-1). Cette propriété est en partie due à la présence de deux résidus 
arginine totalement conservés dans l’hélice principale de reconnaissance de l’ADN (H3) qui 
contactent directement les deux guanines (voir paragraphe III-2-2). La sélection in vitro de 
sites dits de ‘haute affinité’ a montré que le site de liaison ‘usuel’ s’étendait sur environ 10 
paires de bases centrées sur la séquence invariante 5’-GGA-3’ (Graves et Petersen, 1998). S’il 
n’est pas surprenant d’observer des consensus identiques pour ETS-1 ou ETS-2, dont les 
domaines ETS ne diffèrent que de trois acides aminés sur 85, il est plus étonnant de constater 
que ETS-1 et FLI-1, qui ne présentent ‘que’ 70% d’identité dans ce domaine, sélectionnent 
des séquences fort semblables (Tableau III-1). Seule la protéine la plus éloignée, c’est-à-dire 
PU-1, semble avoir des préférences nettement distinctes des précédentes. La sélection qu’elle 
opère en amont du cœur 5’-GGA-3’ est notamment plus orientée sur des bases puriques, en 
particulier l’adénine (Tableau III-1). Inversement, les domaines ETS des protéines SAP-1 et 
 
 
Tableau III-1 : Les éléments de réponse aux protéines ETS d’après Graves et Petersen, 1998; Sementchenko et 
Watson, 2000; Szymczyna et Arrowsmith, 2000. Sont représentés quelques sites de fixation retrouvés dans les 
promoteurs des gènes cibles des principaux facteurs ETS ainsi que les sites sélectionnés in vitro considérés de 
haute affinité. Le cœur riche en purines GGAA/T est encadré en rouge. La position de la première guanine du 
GGAA/T est numérotée 1, les bases en amont sont numérotées -1, -2 et -3; les bases en aval sont numérotés 2, 3, 
+4, +5, +6, +7. Cette numérotation sera utilisée tout au long de ce chapitre. Le site de fixation de la 
Stromélysine1 représentée dans ce tableau est partiel puisqu’il s’agit en fait d’un double site tête bêche 5’- 
ACAGGAAGCACTTCCTGG-3’. La lettre N indique que la base n’a pas été identifiée in vitro. 
-3 -2 -1 1 2 3 +4 +5 +6 +7
Enhancer du virus du Polyome G C A G G A A G T G
Stromélysine1 C C A G G A A G T G
uPA G G A G G A A A T G
TCRα A G A G G A T G T G
TCRβ A C A G G A T G T G
LTR HIV-1 T C C G G A T G C A
Sites sélectionnés in vitro A/g C/g C/a G G A A/T G/a T/C T/c
Enhancer du virus du Polyome G C A G G A A G T G
Stromélysine1 C C A G G A A G T G
uPA G G A G G A A A T G
Collagénase1 A G A G G A T G T T
Enhancer de la kératine 18 A G C G G A T G T G
Sites sélectionnés in vitro C C A G G A A G T G
Collagénase1 A G A G G A T G T T
Facteur Von Willebrand A A A G G A A G T G
Enhancer du virus du Polyome G C A G G A A G T G
Rb G G C G G A A G T C
GP IX G A A G G A A G T G
Sites sélectionnés in vitro A C C G G A A G/a T G/A
HSV ICP4 A A C G G A A G T G
N-Acetylcholine récepteur C C C G G A A C T G
Sites sélectionnés in vitro G/A C/g C/A G G A A/T G/A T/C N
c-Fos A C A G G A T G T C
Sites sélectionnés in vitro A C C G G A A/T G/a T/c N
ELK-1 Sites sélectionnés in vitro A C C G G A A G T N
IL-2R A G A G G A A A A A
Enhancer Ig H G C A G G A A G C A
Sites sélectionnés in vitro C/a C C G G A A G T N
GM-CSF T G A G G A A G C A
Enhancer Ig k T G A G G A A C T G
Ig λ A A A G G A A G T G
Ig µ T G G G G A A G G G
Sites sélectionnés in vitro T/A G/A C/ga G G A A G/A T G/A
Stromélysine1 C C A G G A A G T G
Sites sélectionnés in vitro T G/T A/C G G A A G T N
TEL
GABPα
SAP-1
ELF-1
PU-1
ETS-1
ETS-2
ERG
FLI-1
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ELK-1 sont proches (80% d’identité) mais SAP-1 peut se fixer indépendamment sur un site 
5’-GGAA-3’ ou 5’-GGAT-3’ alors que ELK-1 fixe préférentiellement le cœur 5’-GGAA-3’ 
(Tableaux III-1 et III-2). 
 Il vient immédiatement à l’esprit que : (1) les séquences optimales sélectionnées in 
vitro ne sont peut-être pas identiques à celles liées in vivo, (2) il peut y avoir une nette 
différence entre les sites liant la protéine in vitro, et ceux qui permettent à celle-ci d’exercer 
son effet de modulation de la transcription et (3) les subtiles variations de séquence entre les 
différents domaines ETS peuvent altérer leur capacité à reconnaître les sites de liaison. 
 (1) et (2). Examinons tout d’abord quelques sites de liaisons ‘naturels’, effectivement 
régulés par les protéines ETS (Tableau III-1). Les sites des promoteurs reconnus par ETS-1, 
ETS-2 ou GABPα s’approchent du consensus mis en évidence in vitro. Par contre, les 
séquences ‘naturelles’ fixées par ELF-1 ou PU-1 sont assez divergentes des sites sélectionnés 
in vitro (Tableau III-1). Cet apparent paradoxe offre une alternative à la spécificité très 
intéressante. Il est clair que les sites de ‘haute’ affinité ne sont pas appropriés pour permettre 
de distinguer les différentes protéines ETS puisqu’elles sont toutes plus ou moins capables des 
les reconnaître, en tout cas in vitro (Szymczyna et Arrowsmith, 2000). De toute façon, un site 
de reconnaissance de 6 à 8 paires de bases est trop commun pour assurer à lui seul une 
spécificité biologique suffisante. Des sites ‘non optimaux’ offrent par contre un formidable 
moyen de discrimination. C’est ainsi que le promoteur de la chaîne alpha du récepteur à 
l’interleukine-2 (IL-2R) contient un site de liaison pour la famille ETS qui est faiblement 
reconnu par ELF-1 (John et al., 1996a). De manière surprenante, lorsque les auteurs ont 
échangé ce site par le site optimal fixé par ELF-1 in vitro, l’activation du promoteur par ELF-
1 s’en est trouvée réduite. L’explication étant qu’un autre facteur ETS, en l’occurrence FLI-1, 
ne se fixe que sur le site optimal et viendrait interférer avec l’activité de ELF-1 dans ce 
contexte particulier (John et al., 1996a). La capacité des protéines ETS à fixer des sites de 
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‘faible’ affinité prend tout son sens lorsque l’on sait qu’elles sont capables de transactiver de 
nombreux promoteurs en partenariat avec d’autres facteurs de transcription (Graves et 
Petersen, 1998; Li et al., 2000). L’exemple le plus significatif étant certainement celui où 
plusieurs protéines ETS se fixent sur une séquence non consensuelle GGAG que l’on retrouve 
dans le promoteur de la chaîne α des immunoglobulines (gène Mb-1). Cette prédisposition 
dépend de la présence d’un acide aminé particulier dans l’hélice H3 qui permet le recrutement 
de PAX-5, qui va en retour ‘aider’ la fixation des facteurs ETS (Tableau III-2) (Fitzsimmons 
et al., 1996; Wheat et al., 1999). Cet aspect sera détaillé dans le paragraphe III-5. 
 (3) Des différences significatives existent cependant in vitro, comme le choix d’un 
GGAA et/ou d’un GGAT (Tableaux III-1 et III-2), que la contradiction ‘site de haute affinité 
in vitro’ et de ‘faible affinité in vivo’ ne peut seule rendre compte. De nombreux auteurs se 
sont posés la question et ont apporté de précieuses indications sur les mécanismes qui 
déterminent cette préférence. La position +4, juste en aval du cœur invariant 5’-GGA-3’ est le 
premier élément saillant qui permet de discriminer les facteurs ETS en deux groupes distincts. 
Les protéines comme ELF-1, FLI-1, PU-1 ou ELK-1 ont une préférence très marquée pour 
une adénine à cette position alors que d’autres comme ETS-1 ou SAP-1 ne font pas la 
différence entre une adénine et une thymine (Tableaux III-1 et III-2). Des expériences très 
élégantes de mutations ponctuelles du domaine ETS visant à ‘recréer’ la situation de ETS-1 
dans un contexte ELF-1 ou de PU-1 dans un contexte ETS-1 ont montré que le choix A versus 
T dépendait de quelques acides aminés non conservés situés dans l’hélice H3 (Bosselut et al., 
1993; Pio et al., 1999). C’est ainsi que la mutation de la lysine 388 en thréonine (K388T) dans 
ETS-1 lui permet de fixer préférentiellement une séquence GGAA, tout comme ELF-1 
(Bosselut et al., 1993). De même, la double mutation A231S/N236Y dans PU-1 qui 
s’apparente à un contexte ETS-1 lui permet de fixer indépendamment le cœur GGAA ou 
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GGAT, situation qui semble improbable lorsque les résidus A231 et N236 sont présents (Pio 
et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Protéines ETS Séquence de l'hélice H3 Séquence cible 
ETS-1 NYEKLSRGLRYYYDK GGAA et GGAT 
ETS-1 K388T NYETLSRGLRYYYDK GGAA  
ELF-1 NYETMGRALRYYYQR GGAA  
ELK-1 NYDKLSRALRYYYDK GGAA  
SAP-1 NYDKLSRALRYYYVK GGAA et GGAT 
ELK-1/SRF NYDKLSRALRYYYDK GGAT 
SAP-1 NYDKLSRALRYYYVK GGAG 
ELK-1 NYDKLSRALRYYYDK GGAA 
ELK-1/PAX-5 NYDKLSRALRYYYDK GGAG 
PU-1 TYQKMARALRNYGKT GGAA 
PU-1 A231S/N236Y TYQKMSRALRYYGKT GGAA et GGAT 
ETS-1 NYEKLSRGLRYYYDK GGAA et GGAT 
 
Tableau III-2 : Rôle de l’hélice H3 dans la spécificité de la reconnaissance de 
l’ADN. Dans la protéine ETS-1, la reconnaissance indépendante des sites 
GGAA ou GGAT dépend de la région 385 à 395 (motif NYEKLSRGLRY). 
La substitution du résidu lysine (K) en position 388 restreint la liaison à la 
séquence GGAA, comme pour les protéines ELF-1 et ELK-1 (Bosselut et al., 
1993). La préférence pour le site GGAT dépend des positions 290 (résidu 
sérine S) et 295 (résidu tyrosine Y). PU-1 qui contient une alanine (A) et une 
asparagine (N) aux positions équivalentes ne peut fixer que le cœur GGAA 
mais la substitution des ces deux acides aminés A231S/N236Y permet à PU-1 
de reconnaître le cœur GGAT (Pio et al., 1999). La nature des résidus de 
l’hélice H3 permet aussi aux facteurs ETS de recruter d’autres facteurs de 
transcription et ainsi reconnaître des séquences non optimales. C’est en 
particulier vrai pour ELK-1 qui est capable de reconnaître la séquence GGAT 
qu’en présence de SRF. Ce recrutement dépend d’un résidu acide aspartique 
(D). SAP-1 contient une valine (V) à cette position qui lui permet de 
reconnaître le cœur GGAT en absence de SRF (Shore et al., 1996). De 
manière similaire cette position permet à SAP-1 de fixer une séquence non 
consensus GGAG en absence de PAX-5 alors que les autres facteurs ETS 
contenant un acide aspartique comme ELK-1 ou ETS-1 ne fixe cette séquence 
qu’en présence de PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996; Wheat et al., 1999). 
 
 Ces premiers éléments suggèrent donc que la sélectivité de la liaison à l’ADN des 
facteurs ETS dépend au moins de trois facteurs qui sont : (1) la nature des bases entourant le 
cœur 5’-GGA-3’, (2) la nature des acides aminés composants l’hélice H3 et (3) la nature des 
hETS-1 N Y E K L S R G L R Y Y Y D K
hELF-1 N Y E T M G R A L R Y Y Y Q R
hELK-1 N Y D K L S R A L R Y Y Y D K
hSAP-1 N Y D K L S R A L R Y Y Y V K
hPU-1 T Y Q K M A R A L R N Y G K T
H3
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partenaires transcriptionnels. Ces caractéristiques représentent un mécanisme général utilisé 
par de nombreux facteurs de transcription (Lefstin et Yamamoto, 1998; Wolberger, 1998; 
Wilson et Desplan, 1999; Chinenov et Kerppola, 2001). C’est en particulier le cas des 
protéines à homéodomaine qui reconnaissent une séquence cible consensus de 6 à 8 paires de 
bases qui est fixée par la plupart des membres de cette famille alors qu’ils exercent des effets 
biologiques parfois très différents (Mann et Chan, 1996; Wilson et Desplan, 1999). Leur 
spécificité d’action dépend à la fois des divergences entre les différents homéodomaines et de 
leurs partenaires transcriptionnels. L’interaction avec des cofacteurs comme Extradenticle, 
favorisent ainsi la fixation sur certaines séquences (Mann et Chan, 1996; Wilson et Desplan, 
1999). De même, pour les protéines ETS, il est vraisemblable que les différences intrinsèques 
de spécificité de liaison à l’ADN ne suffisent pas à rendre compte des différences 
fonctionnelles. On pourrait dire que les protéines ETS ont une sélectivité ‘innée’, qui sans 
doute est distincte entre ETS-1 et PU-1, mais pas entre ETS-1 et ETS-2, et une sélectivité 
‘acquise’ qui est influencée par le recrutement d’autres facteurs de transcription. 
 
 III-2-2 Le domaine ETS nous fait son ‘strip-tease’ 
 III-2-2-1 Le domaine ETS appartient à la famille wHTH 
 L’absence d’homologie significative avec d’autres domaines de liaison à l’ADN bien 
caractérisés comme les motifs à doigts de zinc (‘Zinc Fingers’ ou ZF) ou Hélice-Tour-Hélice 
(HTH), avait suggéré dès 1990, que le domaine ETS représentait un nouveau ‘motif’ de 
reconnaissance (Karim et al., 1990). Quelques études structurales plus tard, il semble bien que 
ce soit le cas même si le ‘motif ETS’ se retrouve dans de nombreuses autres protéines non 
apparentées (Graves et Petersen, 1998). La structure tri-dimensionnelle du domaine ETS a été 
résolue pour 6 membres différents. Les analyses ont été faites en présence ou en absence 
d’ADN avec le domaine ETS seul ou en complexe (Figure III-2 et Tableau III-3). 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-2 : Alignement des séquences des domaines ETS des principales protéines ETS d’après Graves et Petersen, 1998; Mo et al., 1998. L’origine murine (m) ou 
humaine (h) est indiquée ainsi que la numérotation des acides aminés. Les résidus conservés sont colorés en noir, ceux qui forment le cœur hydrophobe du domaine en jaune et 
les deux arginines contactant le consensus 5’-GGA-3’ en bleu turquoise. Les éléments de structures secondaires sont indiqués au-dessus des séquences : les hélices α par des 
rectangles grisés et les feuillets β par des flèches grisées. 
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h E R G 2 9 1 - G S G Q I Q L W Q F L L E L L S D . S S N S S C I T W E G T N . . . G E F K M T D P D E V A R R W G E R K . S
h T E L 3 3 5 - I A D C R L L W D Y V Y Q L L S D . S R Y E N F I R W E D K E S K I F R I V . . D P N G L A R L W G N H K . N
h P E A 3 2 9 8 - R R G A L Q L W Q F L V A L L D D . P T N A H F I A W T G R G . . . M E F K L I E P E E V A R L W G I Q K . N
h N E T 1 - M D S A I T L W Q F L L Q L L L D . Q K H E H L I C W T S N D . . . G E F K L L K A E E V A K L W G L R K . N
h E L F -1 2 0 5 - K G N T I Y L W E F L L A L L Q D K A T C P K Y I K W T Q R E K . . G I F K L V D S K A V S P L W G K H K . N
h S A P -1 5 1 - K P N M N Y D K L S R A L R Y Y Y V K N I I K K V N G Q K F V Y K F V S Y P E I L N M
h E L K -1 5 1 - K T N M N Y D K L S R A L R Y Y Y D K N I I R K V S G Q K F V Y K F V S Y P E V A G C
m G a b p α 3 6 6 - K P T M N Y E K L S R A L R Y Y Y D G D M I C K V Q G Q R F V Y K F V C D L K T L I G
m P u -1 2 2 2 - R K K M T Y Q K M A R A L R N Y G K T G E V K K V . K K K L T Y Q F S G E V L G R G G
h E T S -1 3 8 1 - K P K M N Y E K L S R G L R Y Y Y D K N I I H K T A G K R Y V Y R F V C D L Q S L L G
h F L I -1 3 2 7 - K P N M N Y D K L S R A L R Y Y Y D K N I M T K V H G K R Y A Y K F D F H G I A Q A L
h E R G 3 4 1 - K P N M N Y D K L S R A L R Y Y Y D K N I M T K V H G K R Y A Y K F D F H G I A Q A L
h T E L 3 8 6 - R T N M T Y E K M S R A L R H Y Y K L N I I R K E P G Q R L L F R F M K T P D E I M S
h P E A 3 3 4 9 - R P A M N Y D K L S R S L R Y Y Y E K G I M Q K V A G E R Y V Y K F V C E P E A L F S
h N E T 5 1 - K P N M N Y D K L S R A L R Y Y Y D K N I I K K V I G Q K F V Y K F V S Y P E I L N M
h E L F -1 2 5 8 - K P D M N Y E T M G R A L R Y Y Y Q R G I L A K V E G Q R L V Y Q F K E M P K D L I Y
H1 H2β1 β2
H3 β3 β4
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 Initialement, l’utilisation des techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) et 
de dichroïsme circulaire (CD) ont permis d’identifier les structures secondaires du domaine 
ETS des protéines Ets-1 murine et FLI-1 humaine (Donaldson et al., 1994; Liang et al., 
1994b). Il est composé de 3 hélices α (H) et de 4 brins β (S) qui s’organisent de la façon 
suivante : H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (Figure III-2 et Tableau III-3). La structure tertiaire par 
RMN de FLI-1 (Liang et al., 1994a) et Ets-1 (Werner et al., 1995; Donaldson et al., 1996; 
Werner et al., 1996; Werner et al., 1997) et la structure cristallographique du domaine ETS de 
Pu-1 (Kodandapani et al., 1996), ont montré que les 3 hélices α se replient en un motif HTH 
qui se retrouve compacté contre un feuillet β antiparallèle formé par 4 brins (Figure III-3). La 
majorité des résidus très conservés se retrouvent dans les 3 hélices α et les 4 brins β, ce qui 
suggère un rôle structural prédominant de ces éléments dans la reconnaissance de l’ADN. A 
l’inverse, les résidus moins conservés sont localisés dans les boucles et les tours séparant les 
structures secondaires (Figure III-2). 
 Le domaine ETS appartient en fait à une grande famille structurale de protéines fixant 
l’ADN appelée Hélice-Tour-Hélice de type ailé ou wHTH pour ‘winged Helix-Turn-Helix’ 
(Brennan, 1993). Ce motif est une variation du motif canonique HTH qui présente donc en 
plus une structure ‘ailée’ formée par les brins β S3 et S4 ainsi que la boucle qui les relie. Cette 
dénomination poétique dérive d’une ‘apparente ressemblance’ entre le corps d’une mouche et 
la structure globale du motif wHTH où l’hélice H3 représente le thorax, les deux ailes étant 
formées par les brins β S3 et S4 ainsi que la boucle qui relie les hélices H2 et H3 (Figure III-
3). On retrouve dans cette famille des protéines procaryotes comme les facteurs de 
transcription CAP (‘Catabolite gene Activator Gene’), LexA, BirA, et eucaryotes comme les 
facteurs de choc thermique HSF (‘Heat Shock Factor’), les facteurs de transcription de la 
famille HNF/’forked head’ (‘Hepatocyte Nuclear Factor’) ou encore l’histone H5 et la 
topoisomérase II (Brennan, 1993; Graves et Petersen, 1998). Malgré cette conservation 
 
Facteur ETS Région Méthode Résolution/particularités Structures secondaires Références 
mEts-1 331-440 RMN absence d'ADN H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4-H4 (Donaldson et al., 1994) 
mEts-1 331-441 RMN 5'-TCGAGCCGGAAGTTCGA-3' H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4-H4 (Donaldson et al., 1996) 
hETS-1 311-415 RMN 5'-TCGAGCCGGAAGTTCGA-3' H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 
(Werner et al., 1995; 
Werner et al., 1996; 
Werner et al., 1997) 
hFLI-1 276-373 RMN 5'-CCCGACCGGAAGTGGG-3' H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (Liang et al., 1994a; Liang et al., 1994b) 
mPu-1 160-272 Cristallographie 2,3A/ 5'-AAAAAGGGGAAGTGGG-3'  H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (Pio et al., 1995; Kodandapani et al., 1996) 
mPu-1 168-260 RMN absence d'ADN H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (Jia et al., 1999) 
mGabpα/Gabpβ 320-429 et 5-157 Cristallographie
Complexe à 2,15A 
5’AATGACCGGAAGTACACCGGA-3' H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4-H4-H5 (Batchelor et al., 1998) 
1,93A/ Site E74 5'-TACCGGAAGT-3' 
hSAP-1 1-93 Cristallographie
1,93A/ Site c-Fos 5'-GACAGGATGTG-3' 
H1-3101-S1-S2-H2-H3-S3-S43-3102 (Mo et al., 1998) 
hELK-1 1-94 Cristallographie 2,1A/ Site E74 5'-TGACCGGAAGTGT-3' H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4 (Mo et al., 2000) 
hSAP-1/SRF 1-156 et 132-223 Cristallographie
3,15A/ Site SRE modifié 
5’ACACCGGAAGTCCTAATTAGGCCAT-3' 
H1-3101-S1-S2-H2-H3-S3-S4-3102-
3103-S5-3104 
(Hassler et Richmond, 
2001) 
 
Tableau III-3 : Compilation des données structurales des différents domaines ETS. Dans les cas de Gabpα/Gabpβ et SAP-1/SRF, il s’agit de co-cristallisation. L’origine 
murine (m) ou humaine (h) est indiquée. La séquence des sites ADN est indiquée quand il y a lieu. La structure secondaire globale est toujours de type ‘wHTH’ avec H1-S1-
S2-H2-H3-S3-S4 où H : hélice α et S : brin β. Dans le cas du fragment Ets-1 murin, une hélice supplémentaire est détectée (H4) et correspond à une partie du module 
d’auto-inhibition. Dans le complexe Gabpα/Gabpβ, on note la présence de deux hélices supplémentaires (H4 et H5) en C-terminal du domaine ETS. Dans le cas du fragment 
SAP-1 humain, il y a en plus deux petites structures en hélice 310. Dans le cas du complexe SAP-1/SRF, la structure secondaire notée 3103-S5-3104 correspond à la boîte B 
qui est nécessaire à l’interaction avec SRF. Le complexe SAP-1/SRF a été cristallisé en présence d’un oligonucléotide issu du SRE du promoteur c-fos qui a été 
substantiellement modifié : SRE : 5’-CACAGGATGTCCATATTAGGACA-3’ et SRE modifié : 5’-ACACCGGAAGTCCTAATTAGGCCAT-3’. 
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structurale, les modes d’actions et de reconnaissance de l’ADN de ces facteurs wHTH sont 
extrêmement variables. La famille ETS reconnaît par exemple l’ADN en monomère alors que 
la protéine CAP se fixe en dimère et les facteurs HSF en trimère (Brennan, 1993; Graves et 
Petersen, 1998). Ces différences sont peut-être à mettre en relation avec les propriétés 
intrinsèques de courbure de l’ADN de certains facteurs wHTH. La courbure globale de 
l’ADN est ainsi de 5.4°, 11.9° et 16.4° pour HSF, HNF3γ  et Pu-1, respectivement (Clark et 
al., 1993; Kodandapani et al., 1996; Littlefield et Nelson, 1999). La courbure observée dans la 
structure de HNF3γ  et Pu-1 se fait autour de l’hélice H3, permettant ainsi des interactions 
protéines-ADN supplémentaires, en particulier entre ‘l’aile’ et le squelette phosphate (Figure 
III-3). La faible courbure du complexe HSF/ADN ne permet pas d’augmenter la surface 
d’interaction, l’hypothèse étant alors que la fixation en trimère permet une meilleure affinité 
que la fixation ‘linéaire’ sous forme de monomère (Littlefield et Nelson, 1999). A titre 
anecdotique, il est intéressant de rappeler que dans le cas de HSF, c’est ‘l’aile’ qui est 
responsable des interactions physiques entre les 3 monomères (Littlefield et Nelson, 1999). 
On peut donc considérer que les similitudes structurales des différentes protéines à domaine 
wHTH ne sont pas représentatives de fonctions biologiques communes mais que la structure 
tridimensionnelle est plutôt utilisée comme un échafaudage permettant de présenter 
correctement les acides aminés impliqués dans la reconnaissance de l’ADN. 
 
 III-2-2-2 Les complexes ‘domaine ETS/ADN’ 
 Les données les plus complètes concernent les domaines ETS de Pu-1, Gabpα, SAP-1 
et ELK-1 (Kodandapani et al., 1996; Batchelor et al., 1998; Mo et al., 1998; Mo et al., 2000). 
L’hélice principale de reconnaissance de l’ADN est l’hélice H3 qui s’insère dans le grand 
sillon et reconnaît le cœur invariant 5’-GGA-3’ par l’intermédiaire de deux arginines 
absolument conservées (Figures III-2 et III-3). ‘L’aile’ et la boucle connectant les hélices H2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-3 : Structure tri-dimensionnelle du domaine ETS d’après Mo et al., 2000. (A) 
La structure Hélice-Tour-Hélice de type ‘ailé’ (wHTH) du domaine ETS de ELK-1 fixé à 
l’ADN. Les trois hélices α (H1, H2 et H3) sont colorées en rose, les brins β (S1 à S4) en 
orange. L’aile formée par les brins S3-S4 et le tour entre l’hélice H2 et H3 sont indiqués. 
Le cœur GGAA est coloré en vert et les deux arginines invariantes (R62 et R65 selon la 
numérotation de ELK-1) sont colorées en bleu ciel. Des contacts supplémentaires se font 
entre le squelette phosphate de l’ADN et les résidus de l’aile ou du tour en amont et en 
aval du cœur GGAA respectivement (flèches blanches). (B) Les interactions protéines-
ADN d’après Graves et Petersen, 1998. Les principaux contacts sont représentés d’après 
la structure de Pu-1 (Kodandapani et al., 1996) et sont représentatifs de tous les domaines 
ETS. Les bases ADN directement contactées par les hélices H1, H2 et H3 sont en gras, 
les contacts avec le squelette phosphate sont indiqués par des triangles noirs. Les contacts 
avec le squelette phosphate qui apparaissent spécifiques de Pu-1 sont indiqués par des 
triangles blancs. 
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et H3 permettent d’étendre la surface d’interaction ‘domaine ETS/ADN’ autour des 
nucléotides flanquant le cœur 5’-GGA-3’ en faisant de multiples contacts avec le squelette 
phosphate de l’ADN (Figures III-3 et III-4). Toutes ces données structurales concordent avec 
les données biochimiques mises en évidence par interférence de méthylation, ‘footprint’ ou 
mutations ponctuelles des résidus du domaine ETS que nous avons évoquées dans le 
paragraphe III-2-1. Sans rentrer dans les détails, il est intéressant de noter que la base +4 du 
site de liaison qui peut-être une adénine ou une thymine, est en partie spécifiée par un acide 
aminé qui n’est pas conservé chez tous les facteurs ETS (Tableau III-2). Lorsque c’est une 
tyrosine (Y65 de SAP-1 par exemple), des liaisons hydrogènes sont possibles aussi bien avec 
une adénine qu’une thymine (Mo et al., 1998). Par contre l’asparagine correspondante de Pu-
1 a une chaîne latérale trop courte pour contacter directement la position +4 et ne peut faire 
qu’un contact de van der Waals avec la base complémentaire +4’ (en l’occurrence une 
thymine) (Kodandapani et al., 1996; Mo et al., 1998). Ceci expliquerait en partie pourquoi 
Pu-1 ne reconnaît qu’un site centré sur le cœur 5’-GGAA-3’. De même, malgré l’identité 
parfaite des hélices H3 de SAP-1 et ELK-1, ELK-1 ne reconnaît que la séquence GGAA 
(Tableau III-2). Cette différence trouve aussi son explication au niveau structural. La présence 
d’un résidu acide aspartique dans ELK-1 à la place d’une valine dans SAP-1 (Tableau III-2) 
réoriente complètement la chaîne latérale de la tyrosine dont nous venons de parler (Y65 de 
SAP-1 et Y66 de ELK-1) (Mo et al., 1998; Mo et al., 2000). Cette réorientation fait perdre à 
cette tyrosine la capacité d’interagir directement avec l’ADN. Cette perte n’empêcherait pas 
de fixer un GGAA mais serait plus défavorable pour la reconnaissance d’un GGAT (Mo et 
al., 1998; Mo et al., 2000). 
 En conclusion, les études structurales de plusieurs domaines ETS ont permis 
d’apporter de précieuses indications quant aux mécanismes qui déterminent la reconnaissance 
de l’ADN. Néanmoins, la plupart des contacts sont très conservés et les différences qui 
 
 
Figure III-4 : Compilation des interactions directes entre l’ADN et les domaines ETS de hETS-
1 (Werner et al., 1997), de mPu-1 (Kodandapani et al., 1996), de mGabpα (Batchelor et al., 
1998) et de hSAP-1 (Mo et al., 1998). La séquence de fixation est indiquée pour chaque 
complexe et la numérotation des acides aminés est la même que pour la figure III-2. Les 
contacts directs avec le cœur GGA sont représentés par des rectangles contenant le numéro de 
l’acide aminé correspondant. Les contacts avec le squelette phosphate sont représentés par des 
ronds noirs. 
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peuvent exister au niveau de la reconnaissance du squelette phosphate ne peuvent, seules, 
rendre compte d’une spécificité de fixation (Figure III-4), d’autant plus que chaque structure a 
été résolue avec des séquences d’ADN différentes et que rien ne permet d’exclure l’existence 
de contacts similaires sur un même site. Pour le moment, la co-cristallisation des complexes 
Gabpα/Gabpβ et SAP-1/SRF n’a pas montré de différences significatives dans la 
reconnaissance de l’ADN par rapport à un domaine ETS seul (Batchelor et al., 1998; Hassler 
et Richmond, 2001). Par contre, ces complexes ont apporté de nouvelles informations 
contribuant à la meilleure compréhension des mécanismes d’auto-inhibition de la fixation à 
l’ADN et de coopération de fixation avec un autre facteur de transcription. 
 
III-3 L’auto-inhibition de la fixation à l’ADN 
 
 III-3-1 Définition 
 L’auto-inhibition se définit comme une interaction intra-moléculaire qui régule 
négativement l’activité d’un domaine protéique spécifique (Graves et al., 1998; Kobe et 
Kemp, 1999). Dans le contexte d’un facteur de transcription, l’auto-inhibition représente une 
stratégie de régulation importante qui permet de moduler son activité. Ce mécanisme peut en 
particulier influencer les propriétés transactivatrices, la liaison à l’ADN ou les interactions 
protéiques (Graves et al., 1998). Cette situation est analogue à celle des enzymes allostériques 
que nous avons évoquée dans le chapitre I (Kobe et Kemp, 1999). Le principe général étant 
qu’une protéine ‘auto-inhibée’ existe à l’état latent dans une conformation dite ‘fermée’, qui 
peut être commutée en conformation dite ‘ouverte’ (levée d’auto-inhibition) par des signaux 
activateurs comme des phosphorylations ou des interactions protéiques (Graves et al., 1998; 
Kobe et Kemp, 1999). Plusieurs membres de la famille ETS sont sous l’emprise des ces 
régulations, principalement au niveau de la fixation à l’ADN (Graves et al., 1998). Le 
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mécanisme d’auto-inhibition offre ainsi un niveau de contrôle supplémentaire pour la 
spécificité ‘ETSienne’. 
 
 III-3-2 Les sites de liaison de la famille ETS : une forte représentativité ? 
 Commençons tout d’abord par un petit retour en arrière. Nous venons de voir que le 
site consensus de liaison à l’ADN des facteurs ETS s’étend sur environ 10 paires de bases 
centré sur le cœur 5’-GGAA/T-3’. Statistiquement, on trouve un site GGAA/T toutes les 128 
paires de bases. Compte tenu des sites sélectionnés in vitro et in vivo (Tableau III-1), on peut 
considérer que le choix des positions –1/-2 et +5/+6 se joue la plupart du temps entre deux 
bases. Ce qui fait un site de fixation pour la famille ETS élargi à 8 paires de bases environ 
toutes les 2000 paires de bases. Sachant que plusieurs protéines ETS reconnaissent les mêmes 
sites, ces données sont assez incompatibles avec la spécificité. D’autant plus que le site de 
liaison de la famille ETS ressemble étrangement au consensus des facteurs de transcription de 
la famille Rel comme NFAT (T/AGGAAAA) (Rao et al., 1997) ou NF-κB 
(GGGRNWTTCC) (Chen et Ghosh, 1999). A ma connaissance, aucune interférence de 
liaison à l’ADN n’a encore été décrite entre les facteurs ETS et la famille Rel mais la récente 
étude de régulation du promoteur de la ‘Terminal Transferase’ (TdT) a montré l’existence 
d’une compétition entre ELF-1 et Ikaros, un facteur à domaine ZF (Trinh et al., 2001). Par 
conséquent, on retrouve statistiquement de nombreux sites potentiels de fixation pour la 
famille ETS dans le génome qui peuvent en plus, dans certains cas, être partagés par d’autres 
facteurs de transcription. 
La stratégie d’auto-inhibition de la fixation à l’ADN utilisée par certains facteurs ETS 
offre une alternative intéressante pour contrebalancer la faible discrimination de leurs sites de 
liaison. Cette réflexion n’est pour le moment que pure spéculation et n’intègre pas tous les 
problèmes d’accessibilité du génome. Néanmoins, ce mécanisme contribue certainement à la 
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spécificité d’action des facteurs ETS en régulant leur fixation à l’ADN mais aussi en les 
‘activant’ de manière temporelle et sélective par un jeu de régulations post-traductionnelles et 
d’interactions protéiques. 
 
 III-3-3 Mécanismes 
 III-3-3-1 Inhibition de la fixation à l’ADN 
 Il existe au moins 8 membres de la famille ETS, dont la fixation à l’ADN est réprimée 
par des séquences inhibitrices (Figure III-5). Les différents travaux mesurant l’affinité des 
protéines ETS pour l’ADN ont montré pour SAP-1, ELK-1, NET, ETS-1, ETS-2, ERM et 
PEA3, que les formes tronquées, par exemple le domaine ETS isolé, liaient l’ADN plus 
efficacement que les protéines entières (Graves et al., 1998; Graves et Petersen, 1998; 
Greenall et al., 2001). L’existence d’un tel mécanisme a été confirmée par les analyses 
structurales et moléculaires de la protéine ETS-1 (Petersen et al., 1995; Donaldson et al., 
1996; Jonsen et al., 1996; Skalicky et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-5 : Les domaines d’auto-inhibition de la fixation à l’ADN des facteurs ETS. Le domaine ETS est 
coloré en rouge et les séquences inhibitrices en vert. Leur identification est basée sur des analyses de fixation à 
l’ADN in vitro (ERM, PEA3, ELK-1/SAP1/NET) ou structurales (ETS-1/ETS-1 et GABPα). A noter que les 
régions inhibitrices de ELK-1/SAP1/NET correspondent aux boîtes B et C. 
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 Deux régions de ETS-1, située de chaque côté du domaine ETS (Figures III-5 et III-6) 
agissent de concert pour inhiber la fixation à l’ADN (Hagman et Grosschedl, 1992; Lim et al., 
1992; Wasylyk et al., 1992; Petersen et al., 1995; Jonsen et al., 1996). De manière 
intéressante, la forme virale v-Ets-1 contient une substitution de 16 acides aminés dans la 
région C-terminale qui augmente son affinité pour l’ADN par rapport à son homologue 
cellulaire c-Ets-1 (Hagman et Grosschedl, 1992; Lim et al., 1992). Ces résultats sont en 
accord avec le rôle de l’auto-inhibition comme mécanisme régulateur de l’activité des facteurs 
ETS et suggèrent que son altération pourrait contribuer à la dérégulation de certains gènes 
cibles. 
 
Figure III-6 : Modèle structural de l’auto-inhibition de ETS-1 d’après Petersen et al., 1995; Jonsen et al., 1996; 
Skalicky et al., 1996. Les structures secondaires du domaine ETS (rouge) et des régions inhibitrices (vert) sont 
représentées. En absence d’ADN, les hélices inhibitrices se retrouvent compactées contre l’hélice H1 du 
domaine ETS (Donaldson et al., 1996). La reconnaissance de l’ADN serait facilitée par une dé-structuration 
locale de l’hélice inhibitrice HI-1 (Skalicky et al., 1996). 
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du coté C-terminal (H4) (Figure III-6) (Skalicky et al., 1996). La structure de la région 280-
440 de ETS-1 n’est pas encore résolue mais un modèle structural d’inhibition (Figure III-6) a 
été proposé sur la base des 4 observations majeures suivantes : (1) la structure du domaine 
ETS de ETS-1 contenant la région C-terminale (331-440) suggère que l’hélice inhibitrice H4 
se retrouve compactée contre l’hélice H1 (Figure III-7) (Donaldson et al., 1996), (2) les faces 
hydrophobes des hélices HI-1 et HI-2 présentent une surface d’exposition au solvant 
compatible avec un empaquetage H1-H4-HI-1-HI-2 (Graves et al., 1998), (3) Les études 
RMN des fragments (280-440) et (331-340) de ETS-1 suggèrent que les hélices H1 et H4 se 
retrouvent étroitement liées aux hélices HI-1 et HI-2 (Skalicky et al., 1996), (4) les profils de 
protéolyse partielle de plusieurs mutants de délétion de ETS-1 sont en faveur d’un couplage 
structural entre l’hélice H4 et la région inhibitrice N-terminale puisque les hélices HI-1 et HI-
2 sont plus sensibles à la trypsine en absence de H4 (Jonsen et al., 1996). 
 Ce modèle propose qu’à l’état ‘fermé’ le domaine de liaison à l’ADN de ETS-1 se 
trouve sous une forme inhibitrice liée directement au blocage de l’hélice H1 par le module 
H4-HI-1-HI-2 (Figure III-6). La fixation à l’ADN aboutirait au dépliement de l’hélice HI-1, 
ce qui provoquerait la levée de l’auto-inhibition (Petersen et al., 1995). Ce modèle nécessite 
encore d’être généralisé aux autres protéines ETS pour lesquelles des régions inhibitrices de la 
fixation à l’ADN ont été décrites (Figure III-5). Cependant, ces régions sont très peu 
conservées, ce qui suggère des mécanismes d’auto-inhibition différents selon les facteurs ETS 
considérés. Quoiqu’il en soit, il existe certainement de nombreux points communs comme 
l’indique la récente structure du complexe Gabpα/Gabpβ (Figure III-7) (Batchelor et al., 
1998). L’auto-inhibition de Gabpα n’a jamais été clairement démontrée mais sa propriété de 
se fixer à l’ADN uniquement en présence de son ‘cofacteur’ Gabpβ est plutôt en faveur d’une 
telle hypothèse. De manière remarquable, la région C-terminale de Gabpα présente une assez 
bonne conservation avec l’hélice H4 de ETS-1 (Batchelor et al., 1998). Au contraire de ETS-
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1, dont l’hélice H4 se retrouve compactée contre H1 (Donaldson et al., 1996), le fragment H4-
H5 équivalent de Gabpα pointe à l’extérieur de l’interface protéine-ADN (Figure III-7) 
(Batchelor et al., 1998). Cette observation est d’autant plus significative que plusieurs résidus 
des hélices H4-H5 contactent directement la sous-unité Gabpβ (Batchelor et al., 1998). 
L’hypothèse la plus probable étant que ces hélices se retrouvent, en absence de Gabpβ,  
compactées contre H1 comme dans le cas de ETS-1. L’interaction directe avec Gabpβ 
induirait alors une modification structurale propice à une meilleure reconnaissance de l’ADN 
(Batchelor et al., 1998). Οn arrive ici au mécanisme ‘intime’ de régulation de l’auto-
inhibition dont la levée peut dépendre de la présence d’ADN, de partenaires protéiques ou de 
modifications post-traductionnelles. 
 
 
 
 
 
 
Figure III-7 : Comparaison des structures des domaines ETS de Gabpα et Ets-1 
d’après Donaldson et al., 1996 et Batchelor et al., 1998. Chaque structure est 
positionnée avec le domaine ETS dans la même orientation, celui de Gabpα en 
jaune et celui de Ets-1 en bleu. Les différences structurales entre les deux 
régions C-terminales sont indiquées par des flèches. 
 
 III-3-3-2 Levée de l’auto-inhibition 
 L’auto-inhibition de la fixation à l’ADN semble agir comme un régulateur de l’activité 
transcriptionnelle de certains facteurs ETS dont la levée dépend en partie de modifications 
structurales induites lors de la reconnaissance de l’ADN. Il semble bien que l’existence de ce 
mécanisme soit liée à la forte conservation du domaine ETS ainsi qu’à sa capacité, seul, à se 
fixer avec une forte affinité (Graves et al., 1998; Graves et Petersen, 1998). Il est intéressant 
H4 repliée sur H1 H4-H5 pointe vers l’extérieur
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de noter que dans ce contexte, le membre le plus éloigné de la famille, en l’occurrence Pu-1, 
ne semble pas sujet à cette auto-inhibition (Kodandapani et al., 1996). Quoiqu’il en soit, il 
existe de nombreuses évidences pour dire que l’auto-inhibition de la fixation à l’ADN des 
facteurs ETS est elle aussi soumise à des régulations qui la favorise ou au contraire la 
contrecarre. 
 Pour plusieurs membres de la famille ETS, la levée de l’auto-inhibition semble 
directement couplée à des interactions protéiques. Nous venons de voir que c’était 
certainement le cas pour Gabpα dont la région inhibitrice potentielle semble être ‘dévoyée’ 
par la présence de Gabpβ (Figure III-7) (Batchelor et al., 1998). Par ailleurs, la capacité des 
facteurs TCF à mieux se fixer sur le promoteur du gène c-Fos en présence de la protéine SRF 
suggère un mécanisme similaire (Dalton et Treisman, 1992; Rao et Reddy, 1992; Price et al., 
1995). Dans le contexte de protéines tronquées dans la région C-terminale, il semble que les 
boîtes B et C agissent comme régions inhibitrices de la fixation à l’ADN (Figures III-5 et III-
8A) (Dalton et Treisman, 1992; Rao et Reddy, 1992; Price et al., 1995). Le modèle proposé 
ressemble fortement à celui de ETS-1 puisque ELK-1 ou SAP-1 existeraient sous deux 
conformations dites ‘fermée’ ou ‘ouverte’ (Figure III-8A). Dans la conformation ‘fermée’, ces 
protéines sont incapables de se fixer à l’ADN de manière efficace. La phosphorylation des 
domaines transactivateurs et/ou l’interaction avec SRF via la boîte B, convertiraient ELK-1 ou 
SAP-1 dans une conformation ‘ouverte’ capable de fixer très efficacement le promoteur du 
gène c-Fos (Treisman et al., 1992). Il est intéressant de noter qu’encore une fois, c’est la 
région contenant les séquences inhibitrices (la boîte B) qui intervient aussi dans le 
recrutement du partenaire protéique, en l’occurrence SRF. Cette double potentialité ne semble 
cependant pas impliquer les mêmes sous-régions puisque les mutations des acides aminés qui 
abolissent l’interaction avec SRF ne lèvent pas l’auto-inhibition (Ling et al., 1997). Ces 
résultats sont d’autant plus significatifs que ELK-1 est aussi capable d’interagir avec lui-
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même (Yang et al., 1999; Drewett et al., 2000). L’existence d’une interaction ‘intra’ ou ‘inter-
moléculaire’ n’est pas encore résolue mais les boîtes B et C sont capables d’interagir in vitro 
avec le domaine ETS (Yang et al., 1999; Drewett et al., 2000). 
 
Figure III-8 : Modèle de la levée de l’auto-inhibition par recrutement d’un partenaire protéique. (A) Modèle 
d’activation de ELK-1 par phosphorylation d’après Yang et al., 1999. Lorsque ELK-1 n’est pas phosphorylée, le 
domaine transactivateur (boîte C) et la boîte B inhibent la fixation à l’ADN en interagissant avec le domaine 
ETS. La phosphorylation induit des modifications conformationnelles qui stimulent la fixation à l’ADN et le 
recrutement de SRF. (B) Modèle de coopération entre AML1 et ETS-1 d’après Kim et al., 1999. A l’état ‘inhibé’ 
les domaines de liaison à l’ADN de AML1 (RUNT) et de ETS-1 (ETS) sont bloqués par interactions intra-
moléculaires avec une région appelée NRDB de AML1 (‘Negative Regulatory Domain for DNA Binding of 
AML1) et celle codée par l’exon VII de ETS-1, respectivement. L’interaction des régions inhibitrices de ces 
deux protéines, couplées aux interactions de leurs deux domaines de liaison à l’ADN permettent une coopération 
de fixation suite à la levée de l’auto-inhibition. 
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Nous nous retrouvons donc face à un modèle de régulation très dynamique dans lequel 
l’auto-inhibition de la fixation à l’ADN est induite par un blocage direct du domaine ETS qui 
peut être levé par phosphorylation et/ou par des interactions avec un autre facteur de 
transcription (Figure III-8). La propriété de la boîte B à interagir à la fois avec le domaine 
ETS et la protéine SRF est en faveur d’un mécanisme de compétition. Même si cela n’a pas 
encore été démontré expérimentalement, on pourrait très bien imaginer un modèle dans lequel 
les interactions domaine ETS/boîte B et boîte B/SRF sont incompatibles. Le choix de l’une ou 
de l’autre dépendrait alors des affinités protéiques intrinsèques, elles-mêmes sous le contrôle 
de modifications post-traductionnelles (Figure III-8A). La forme phosphorylée de ELK-1 
semble cependant recruter SRF in vitro aussi bien que la forme non phosphorylée (Yang et 
al., 1999). La phosphorylation de ELK-1 induirait plutôt des modifications structurales qui 
seraient propices à une meilleure reconnaissance de l’ADN. Cette première étape permettrait 
ainsi de libérer la boîte B qui serait alors disponible pour interagir avec SRF (Figure III-8A) 
(Yang et al., 1999). Le fait que le domaine de liaison à l’ADN de ELK-1 soit aussi capable 
d’interagir physiquement avec celui de SRF, lorsqu’ils sont liés tous les deux sur l’ADN, 
conforte l’existence d’un tel mécanisme (Hassler et Richmond, 2001). Il est bon de noter que 
cette situation semble se retrouver uniquement pour des sites de liaisons de ‘faible affinité’, 
comme le promoteur du gène c-Fos, puisque ELK-1 ou SAP-1 sont capables de se fixer sur 
des sites de ‘haute affinité’ sélectionnés in vitro sans ‘l’aide’ de SRF (Tableau III-1) 
(Janknecht et Nordheim, 1992; Treisman et al., 1992; Ling et al., 1997). L’hypothèse selon 
laquelle la spécificité ‘ETSienne’ est beaucoup plus discriminante sur des sites non 
consensuels (voir paragraphe III-2) semble en partie vérifiée par les travaux que je viens de 
décrire. Un exemple très similaire existe pour le complexe transcriptionnel ETS-1/AML1 qui 
régule les ‘enhancers’ de la chaîne α du récepteur T et du virus de Moloney (Wotton et al., 
1994; Sun et al., 1995; Kim et al., 1999; Goetz et al., 2000). 
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 En effet, les facteurs de transcription ETS-1 et AML1/PEBP2α/CBF (‘Acute Myeloid 
Leukemia-1/Polyoma Enhancer Binding Protein-2/Core Binding Factor’) jouent un rôle 
important dans l’hématopoïèse et la leucémogenèse, notamment en régulant les gènes codant 
les sous-unités α et β du récepteur aux lymphocytes T ou bien encore ‘l’enhancer’ du virus de 
Moloney (Wotton et al., 1994; Giese et al., 1995; Sun et al., 1995). Ces deux protéines prises 
individuellement ont une activité transactivatrice et une liaison à l’ADN faibles qui sont liées 
à la présence de régions inhibitrices (Kanno et al., 1998; Kim et al., 1999). Elles exercent par 
contre une action synergique qui résulte d’une coopération de fixation pour leurs sites de 
liaison respectifs (Wotton et al., 1994; Giese et al., 1995; Kim et al., 1999; Goetz et al., 2000 
). Une analyse très détaillée des interactions physiques entre ETS-1 et AML-1 a révélé que le 
mécanisme moléculaire de cette coopération impliquait une levée mutuelle de leur auto-
inhibition (Figure III-8B) (Kim et al., 1999). L’étape critique étant l’interaction directe de la 
région inhibitrice d’AML1 (appelée NRDB) avec celle de ETS-1 (exon VII) qui induirait le 
passage à la conformation ‘ouverte’ transcriptionnellement active (Kim et al., 1999). De 
manière significative, les sites de liaison pour ETS-1 présents dans les ‘enhancers’ du TCRα 
ou β et du virus de Moloney sont encore une fois assez éloignés du site consensus sélectionné 
in vitro (Tableaux III-1 et III-4). Les récentes études biochimiques visant à déterminer les 
constantes cinétiques d’association de ETS-1 sur l’ADN, en absence ou en présence d’AML1, 
vont d’ailleurs dans ce sens (Tableau III-4) (Goetz et al., 2000). Dans les conditions 
expérimentales utilisées, la présence d’AML1 augmente l’affinité de ETS-1 pour ‘l’enhancer’ 
du virus de Moloney d’environ 20 fois (Goetz et al., 2000). Lorsque les auteurs remplacent le 
site ‘naturel’ de ‘l’enhancer’ par un site de haute affinité sélectionné in vitro, la présence 
d’AML1 n’augmente l’affinité de ETS-1 ‘que’ de 10 fois. La ‘vraie’ différence se révèle 
lorsque l’on compare deux à deux les résultats (Tableau III-4). En fait, ETS-1 se fixe dès le 
départ 8 fois mieux sur ‘l’enhancer’ de ‘haute affinité’ que sur celui de ‘basse affinité’ (Goetz 
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et al., 2000). Dans ce cas précis, AML1 est cependant toujours capable de stimuler la fixation 
d’ETS-1. Malheureusement, il n’existe pas à ma connaissance d’expériences montrant une 
corrélation entre ces différences d’affinité et le ‘pouvoir’ transcriptionnel de ETS-1. Par 
contre le lien direct entre la levée de l’auto-inhibition et la coopération de fixation est 
clairement démontré puisqu’une mutation ponctuelle de ETS-1 abolissant l’auto-inhibition 
n’induit plus la coopération de fixation avec AML1 (Goetz et al., 2000). 
 
Tableau III-4 : Affinité de liaison à l’ADN de ETS-1 en l’absence ou en présence d’AML1 d’après Goetz et al., 
2000. Mo-MLV : ‘Moloney-Murine Leukemia Virus’, SC1 : ‘Selected Consensus 1’. La séquence en gras 
indique le site de liaison pour ETS-1 et celle soulignée indique le site de liaison d’AML1. Le site synthétique 
SC1/core correspond à un site de haute affinité pour ETS-1 (Nye et al., 1992) couplé au site de liaison pour 
AML1. Les constantes d’association (KD) sont données en nanomolaires. Les différences d’affinité sont 
indiquées par des crochets sur la droite du tableau. 
 
 III-3-4 Conclusion 
 Bien que les régions d’auto-inhibition de ETS-1, ELK-1, GABPα ou PEA3 ne soient 
pas conservées, leurs ‘dé-répressions’ semblent directement couplées à des interactions 
protéiques inter-moléculaires, qui prennent en quelque sorte la place des interactions intra-
moléculaires inhibitrices. Pour le moment, la stimulation de la reconnaissance de l’ADN pour 
ELK-1, PEA3 et GABPα semble réduite à un seul partenaire transcriptionnel que sont SRF, 
USF et GABPβ, respectivement (Graves et Petersen, 1998; Greenall et al., 2001). Dans le cas 
de ETS-1, le mécanisme de la levée de l’auto-inhibition semble être induit par de nombreux 
facteurs de transcription. Ce mécanisme est clairement impliqué dans les interactions ETS-
1/TFE3 (‘Transcription Factor muE3’) régulant ‘l’enhancer’ des chaînes lourdes des 
immunoglobulines (µ) (Tian et al., 1999) et est fortement suspecté lors de l’association des 
KD (nM) Promoteur Séquence 
CBF ETS-1 
- 7.10 ± 0.58  Mo-MLV 5'-GATCCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCA-3' 
+ 0.34 ± 0.028 
- 0.85 ± 0.13 SC1/core 5'-GGCCAAGCCGGAAGTGTGTGGTAAACACTTT-3'
+ 0.086 ± 0.006 
 
x20
x10
x8
x4
AML-1
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complexes ETS-1/NFκB (Bassuk et al., 1997; Dickinson et al., 1999), ETS-1/USF (Sieweke 
et al., 1998) ou ETS-1/PAX-5 (Wheat et al., 1999). Néanmoins, la plupart de ces facteurs sont 
partagés par de nombreuses protéines ETS. C’est le cas de la protéine USF qui interagit aussi 
avec PEA3 (Greenall et al., 2001), NF-κB avec ELF-1 (John et al., 1995), PAX-5 avec FLI-1, 
PU-1 ou GABPα (Fitzsimmons et al., 1996). Toutes ces données suggèrent l’existence de 
mécanismes d’auto-inhibition et de fixation à l’ADN suffisamment conservés pour permettre 
des combinaisons transcriptionnelles diverses entre les facteurs ETS et d’autres facteurs de 
transcription, propices à une spécificité d’action individuelle. La régulation de ces 
mécanismes par des modifications post-traductionnelles activatrices comme dans l’association 
ELK-1/SRF (Gille et al., 1995; Yang et al., 1999), ou inhibitrices comme pour ETS-1 
(Rabault et Ghysdael, 1994; Cowley et Graves, 2000), couplée à la participation des facteurs 
ETS dans des complexes multi-protéiques, élargissent d’autant plus les possibilités de 
contrôle. 
 
III-4 Le contrôle combinatoire ou le concept de ‘l’enhanceosome’ 
 
 On dénombre aujourd’hui plus de 200 gènes régulés par la famille ETS 
(Sementchenko et Watson, 2000). Ce chiffre ne cesse de grandir et est à comparer avec la 
diversité des rôles biologiques des facteurs ETS. De manière significative, une récente étude 
de sélection aléatoire de motifs capables de transactiver un promoteur minimal, a mis en 
évidence 8 sites principaux, dont celui de la famille ETS (Edelman et al., 2000). Les sites les 
plus représentés contiennent de 2 à 6 éléments de réponse différents dans lesquels se retrouve 
très souvent associés des sites ETS, CRE (site de liaison pour ATF-2/CREB ou JUN/ATF-2), 
AP1 (site de liaison pour la famille FOS/JUN) et la boîte E (ou ‘E-box’), site de liaison pour 
les protéines ‘bHLHZip’ : ‘basic Helix-Loop-Helix Zipper’ comme TFE3, USF, c-Myc, E47, 
 
 
 
Figure III-9A : Le contrôle combinatoire d’après Chinenov et Kerppola, 2001. Les séquences nucléotidiques et les 
sites de liaison des facteurs de transcription régulant les ‘enhancer’ µ , de l’uPA, du TNFα et le promoteur de l’IL2R 
sont indiqués.  
TNFα
-121
-46
ACCGCTTCCTCCAGATGAGCTCATGGGTTTCTCCACCAAGGAAGTTTTCCGCTGGTTGAATGATTCTTTCCCCGCCC
ETS-1
ELK-1
ETS-1
ELK-1
ETS-1
ELK-1 Sp1
NFAT NFAT NFAT
JUN/ATF-2
Enhancer
µ
ATTAGAGTCAAGATGGCTGCATGGGGGTCTCCGGCACCCACAGCAGGTGGCAGGAAGCAGGTCACCGCGAGAGTCT
ATTTTAGGAAGCAAAAAAACACAATTGGTAAATTTATCACTTCTGGTTGTGAAGAGGTGGTTTTGCCCAGGCCCAG
PU-1
bHLH-Zip
ETS-1 TFE3USFE47
bHLH-Zip
343
490
uPA AGGAGGAAATGAAGTCATCTGTCCTCTCAGCAATCAGCATGACAGCCTCCAG
CCAAGTAACCCTGGAGTCATGAGAGCTGCTAGGGGAGCAACATGAATCATG
ETS-1
JUN/ATF-2
Oct-1 Pbx
FOS/JUN
-1977
-1876
PRRIII GAGCAGTTTCTTCTAGGAAGTACCAAACATTTCTGATAATAGGATTGAGCAATTTCCTGATGAAGTGAGACTCAGCTT
ELF-1GAS/ETS
-3780
-3703
GAS/GATA
CAACGGCAGGGGAATCTCCCTCTCCTTTTTATGGGCGAAAAAAACCTGGTTTGAAAAATTACCGCAAAC
TATATTGTCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACTTCCTATATTTCAGATGAGAAGAGAGTGC
-276
-64
NFκB
ELF-1HMG-I(Y)HMG-I(Y) HMG-I(Y)
SRF
PRRI
PRRII
IL2R
 122
E12 et qui est aussi reconnu par AML1 dans certains cas (Erman et al., 1998)). Cette 
représentativité n’est certainement pas due au hasard et correspond tout à fait à l'agencement 
de plusieurs promoteurs ‘naturels’ régulés par la famille ETS en partenariat avec d’autres 
facteurs de transcription (Figures III-9A et B). D’autre part, nous avons déjà évoqué les faits 
suivants : (1) la sélectivité de liaison à l’ADN des facteurs ETS ne permet pas de distinguer 
leur spécificité, (2) le site consensus GGAA est statistiquement fortement retrouvé dans le 
génome, (3) les facteurs ETS restent de faibles transactivateurs lorsqu’ils agissent seuls, (4) 
l’existence d’une auto-inhibition est en faveur d’un contrôle transcriptionnel combinatoire et 
(5) les exemples d’interactions protéiques impliquant les facteurs ETS foisonnent (Li et al., 
2000). Tous ces arguments étayent la manne de nos illustrations de la Figure III-1 dont le 
point névralgique semble bien être la nature et les effets des partenaires protéiques de la 
famille ETS. Ceci n’étonnera personne puisque le principe même de la spécificité tissulaire 
que je développe depuis le début de cette thèse, est en partie basé sur le concept de 
‘l’enhanceosome’ dans lequel l’agencement stéréo-spécifique de protéines architecturales, 
ubiquitaires et spécifiques semble nécessaire et suffisant (Carey, 1998). 
 
Figure III-9B : ‘L’enhanceosome’ régulant ‘l’enhancer’ du TCRα d’après Giese et al., 1995 et Ito et al., 1999. 
La séquence nucléotidique de ‘l’enhancer’ est indiquée ainsi que les sites reconnus par les protéines ATF/CREB, 
LEF-1, AML-1 et ETS-1. Les interactions protéiques sont indiquées de manière schématique. Bien que les 
interactions ETS-1/ATF-2 soient détectées, la capacité de CBP/P300 à interagir aussi bien avec ETS-1 et AML-1 
(Kitabayashi et al., 1998; Yang et al., 1998) suggère son implication dans ‘l’enhanceosome’ (Ito, 1999). 
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 Il existe au moins deux exemples très bien détaillés, ‘l’enhancer’ du TCRα et le 
promoteur de l’IL2R (Giese et al., 1995; Tian et al., 1999), qui impliquent directement des 
membres de la famille ETS dans la formation de complexes multi-protéiques spécifiques d’un 
promoteur donné (Figures III-9A et B). ‘L’enhancer’ du TCRα que j’ai déjà évoqué, est 
d’ailleurs, avec celui de l’INFβ,  à l’origine du concept ‘d’enhanceosome’ (Carey, 1998). 
L’agencement et l’organisation des promoteurs du TNFα, de l’uPA ou de la chaîne α du 
récepteur à l’interleukine-2 (IL2R) sont en faveur d’un mécanisme de régulation similaire 
(Figure III-9A) (John et al., 1995; Chinenov et Kerppola, 2001). 
 ‘L’enhancer’ du TCRα. Les protéines AML1 et ETS-1 font ici parties d’un 
échafaudage protéique complexe nécessaire à l’activation de ‘l’enhancer’ du TCRα dans les 
cellules T (Figure III-9B). Cette activité dépend aussi de l’intégrité d’un site CRE (‘cAMP 
Responsive Element’) situé à 65 paires de bases du site ETS, capable de fixer le dimère ATF-
2/CREB (Giese et al., 1995). ETS-1 interagit in vitro avec ATF-2 par l’intermédiaire de sa 
région N-terminale (Giese et al., 1995), qui n’est pas celle que contacte AML-1 (Kim et al., 
1999). Des analyses de ‘footprint’ à la DNase I ont d’ailleurs révélé que l’interaction ATF-
2/ETS-1 stabilisait l’association ETS-1/AML-1 (Kim et al., 1999). Ces données sont en 
faveur d’une association stéréo-spécifique ATF-2/CREB-ETS-1-AML1. Cet assemblage ne 
semble néanmoins possible qu’en présence de la protéine architecturale LEF-1 (‘Lymphocyte 
Enhancer binding Factor’), qui a la propriété d’induire des courbures dans l’ADN, facilitant 
ainsi les associations entre les différents facteurs, malgré l’éloignement de leurs sites de 
liaison respectifs (Figure III-9B) (Giese et al., 1995; Mayall et al., 1997). Par contre, LEF-1 
ne semble pas capable d’interagir directement avec ETS-1, AML1 ou ATF-2/CREB, cette 
responsabilité étant assurée par la protéine ALY (‘Ally of AML1 et LEF-1’) (Bruhn et al., 
1997). En accord avec ce modèle, le remplacement du site de liaison de LEF-1 par celui de 
SRY, une autre protéine architecturale, affecte peu l’activité de ‘l’enhancer’ (Giese et al., 
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1995). De plus, les protéines LEF-1, AML1 et ETS-1 permettent à elles seules de reconstituer 
l’activité de ‘l’enhancer’ dans des cellules B ou HeLa (Giese et al., 1995). Cependant, 
l’expression du TCRα semble maintenue dans les souris Ets-1-/- (Bories et al., 1995; 
Muthusamy et al., 1995), suggérant que d’autres membres de la famille ETS s’exprimant dans 
les cellules T puissent se substituer à ETS-1. 
 Le promoteur de l’IL2R. La régulation dans les cellules T du gène codant la chaîne α 
du récepteur à l’interleukine-2 est très analogue à celle du TCRα (Figure III-9A) (John et al., 
1995; John et al., 1996b). L’induction de ce gène dépend d’au moins trois régions de 
régulation appelées PRRI, II et III pour ‘Positive Regulatory Region’, qui contiennent des 
sites de liaison pour de nombreux facteurs de transcription (Figure III-9A) (John et al., 
1996b). L’élément PRRII est régulé sélectivement par les protéines ELF-1 et HMG-I(Y), 
alors que PRRI contient des sites de fixation pour NF-κB et SRF (John et al., 1995). Une fois 
encore, la présence d’une protéine architecturale (HMG-I(Y)) semble nécessaire pour la 
coopération des éléments PRRI et II, en favorisant tout particulièrement les interactions ELF-
1/ NF-κB (John et al., 1995). 
Ce type de contrôle combinatoire se retrouve aussi pour ‘l’enhancer’ de la chaîne 
lourde des immunoglobulines (Tian et al., 1999), le promoteur du TNFα ou de l’uPA (Figure 
III-9A) (Chinenov et Kerppola, 2001). Dans ces exemples, l’implication de protéines 
architecturales comme LEF-1 ou HMG-I(Y) n’a, à ma connaissance, pas été démontrée, mais 
ce rôle pourrait être imputé directement à certains des facteurs de transcription régulant ces 
promoteurs (Chinenov et Kerppola, 2001). De nombreux éléments suggèrent en particulier 
que PU-1 pourrait jouer ce rôle lors de la régulation de ‘l’enhancer’ µ : (1) la protéine PU-1 
est capable intrinsèquement de courber l’ADN (Nikolajczyk et al., 1996; Nikolajczyk et al., 
1999), (2) son domaine ETS interagit avec les protéines ETS-1 (Erman et Sen, 1996) et 
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HMG-I(Y) (Lewis et al., 2001) in vitro et (3) son domaine transactivateur n’est pas nécessaire 
pour la régulation de ‘l’enhancer’ (Dang et al., 1998). 
 Quoiqu’il en soit, tous ces exemples soulignent l’importance des interactions 
protéiques différentielles dans la régulation spécifique des gènes. Les avantages en terme de 
spécificité et de contrôle sont assez évidents : (1) les complexes multi-protéiques fixés sur 
l’ADN sont en général plus stables que les facteurs de transcription seuls, (2) la 
reconnaissance en complexe permet dans certains cas de reconnaître des sites qui ne seraient 
pas fixés par les protéines seules, (3) l’assemblage stéréo-spécifique de ces complexes offre 
des combinaisons d’interactions protéiques favorables à une grande diversité de fonctions et 
(4) l’action concertée des facteurs de transcription fixés sur leurs éléments de réponse permet 
d’intégrer de multiples signaux extracellulaires sur le même promoteur. La famille ETS ne 
déroge pas à ces règles qui semblent être partagées par la plupart des facteurs de transcription. 
Le contrôle sélectif de l’activité transcriptionnelle de la famille AP1 est aussi fortement 
influencé par la nature de leurs partenaires protéiques (Chinenov et Kerppola, 2001). Le rôle 
spécifique des facteurs de transcription de la famille SOX, lors de la différenciation 
chondrocytaire ou de la formation de l’œil, est achevé uniquement en présence d’autres 
régulateurs (Kamachi et al., 2000). Ces recrutements ne sont pas fortuits et sont soumis à un 
ensemble de contraintes : (1) l’accessibilité et l’agencement des sites de liaison dans une 
orientation favorable à la reconnaissance en complexe (localisation, espacement), (2) la 
disponibilité du partenaire dans une cellule donnée et (3) des affinités pour l’ADN et/ou pour 
des domaines protéiques ‘innées’ et/ou ‘acquises’. 
 Ce modèle général rend compte non seulement du rôle spécifique des facteurs de 
transcription, et en ce qui nous concerne les membres de la famille ETS, mais prédit aussi la 
faculté d’un seul facteur à réguler différents gènes en fonction du choix de ses partenaires 
(Sieweke et Graf, 1998; Kamachi et al., 2000). Par exemple, la même protéine PU-1 est 
 
 Facteur ETS Partenaire Domaine(s) impliqué(s) dans les interactions Effets fonctionnels 
GABPα GABPβ Domaine ETS et les 35 acides aminés en C-terminal Augmentation de l'affinité pour l'ADN 
NF-EM5/PIP Domaine ETS et PEST Spécificité tissulaire dans les cellules B 
C/EBPβ/ NF-IL6 Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
GATA Domaine ETS Répression lors de la différenciation érythroïde 
JUN Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
PU-1 
Microphthalmia Domaine ETS Différenciation ostéoclastique 
AML-1 Domaine ETS et régions inhibitrices Augmentation de l'affinité pour l'ADN 
MafB Domaine ETS Répression lors de la différenciation érythroïde 
USF Domaine ETS et régions inhibitrices Coopération transcriptionnelle 
JUN Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
PAX-5 Domaine ETS Augmentation de l'affinité pour l'ADN 
TFE3 Domaine ETS et régions inhibitrices Augmentation de l'affinité pour l'ADN 
ETS-1 
STAT5 Domaine ETS Activation des cellules T 
SRF Domaine ETS et boîte B Augmentation de l'affinité pour l'ADN 
mSin3A/HDAC Domaine ETS Répression TCF 
BRCA1a/1b Domaine ETS Inhibition de l'activité de ELK-1 
NF-κB Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
HMG-I(Y) Domaine ETS Coopération transcriptionnelle ELF-1 
JUN Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
Interactions 
impliquant  
directement ou 
indirectement 
le domaine ETS 
PEA3 USF Domaine ETS Coopération transcriptionnelle 
PIT-1/GHF1 Domaine transactivateur N-terminal Différenciation pituitaire 
ATF-2 Domaine transactivateur N-terminal Coopération transcriptionnelle ETS-1 
CBP/p300 Région centrale Coopération transcriptionnelle 
RB Domaine transactivateur  Répression ? PU-1 
CBP/p300 Domaine transactivateur Coopération transcriptionnelle  
ELF-1 RB Domaine transactivateur N-terminal Stimulation dans les cellules T 
ER81 CBP/p300 Région centrale Coopération transcriptionnelle 
TEL HDAC/SMRT/N-CoR Domaine SAM/PNT et région centrale Répression transcriptionnelle 
Domaines autres 
que le domaine 
ETS 
NET CtBP Domaine CID Répression 
 
Tableau III-5 : Exemples de partenaires transcriptionnels des facteurs ETS. La plupart de ces interactions ainsi que la bibliographie correspondante sont détaillées dans le 
manuscrit. 
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capable de réguler des gènes impliqués dans la différenciation lymphoïde, myéloïde ou 
ostéoclastique, en recrutant des partenaires différentiels exprimés dans ces types cellulaires : 
Pip/IRF-4/NF-EM5 dans les cellules B, C/EBP dans les cellules myéloïdes (Fisher et Scott, 
1998) et Microphthalmia dans les ostéoclastes (Luchin et al., 2001). 
 
III-5 La face cachée du domaine ETS 
 
 Malgré le nombre croissant de facteurs de transcription identifiés comme coopérant 
avec les facteurs ETS (Li et al., 2000), les domaines d’interactions impliqués sont encore mal 
caractérisés. Il apparaît cependant, que le domaine de liaison à l’ADN de la famille ETS se 
retrouve souvent au centre de ces interactions (Tableau III-5). Cette observation ne se restreint 
pas à la famille ETS, bien au contraire (Wolberger, 1999). Par exemple, il est intéressant de 
noter que la plupart des domaines de liaison à l’ADN des facteurs de transcription sont aussi 
engagés dans des interactions protéiques. Citons pour exemple les protéines à domaine Rel 
comme NF-κB ou NFAT, à domaine RUNT comme AML-1, ou encore la famille AP1 et les 
protéines GATA (Wolberger, 1999; Chinenov et Kerppola, 2001). ‘Le théâtre des opérations 
transcriptionnelles’ étant l’ADN, il n’est pas étonnant de retrouver les domaines qui le 
reconnaissent, impliqués dans le recrutement des partenaires de liaison. J’aimerais donc clore 
l’introduction de cet acte II en insistant sur cette particularité moléculaire au travers de quatre 
exemples que j’ai déjà évoqués au cours de cette thèse : les complexes TCF/SRF, ETS-
1/PAX-5, PU-1/PIP et ETS/AP1. Un exemple concret mettant en évidence cette double 
potentialité du domaine ETS sera donné par notre étude du mécanisme d’association du 
complexe ERG-JUN/FOS-ADN (voir publications numéro 2 et 3). 
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 III-5-1 TCF/SRF : Un modèle d’étude pour le contrôle combinatoire 
 Rappelons tout d’abord les éléments essentiels qui vont servir à notre démonstration. 
Le gène c-Fos appartient à la famille des gènes de réponse immédiate (gènes IEG pour 
‘Immediate Early Genes’) inductibles par le sérum (Treisman, 1994). Cette induction dépend 
strictement de la présence d’une région régulatrice d’environ 20 paires de bases appelée SRE 
pour ‘Serum Responsive Element’, et située à 300 paires de bases en amont du site 
d’initiation de la transcription (Treisman, 1994). Le SRE est composé de deux sites de liaison 
adjacents, la boîte CArG 5’-CCATATAAGG-3’ reconnue par la protéine SRF et le site ETS 
5’-ACAGGATGT-3’ fixé par les facteurs TCF (SAP-1, ELK-1, NET) (Wasylyk et Nordheim, 
1997). Ces deux familles de facteurs de transcription sont les cibles de multiples voies de 
transduction qui concourent à l’intégration de signaux aussi variés que les facteurs de 
croissance, les UV ou le stress, au niveau du promoteur du gène c-Fos. De nombreuses 
analyses de retard sur gel, ‘footprint’ à la DNaseI, interférence de méthylation ou 
transfections transitoires, ont mis en évidence l’existence d’un complexe ternaire 
TCF/SRF/SRE essentiel à l’induction du gène par le sérum (Treisman, 1994; Wasylyk et 
Nordheim, 1997). 
 Bien que les facteurs SAP-1 et ELK-1 appartiennent à la même sous-famille ETS et 
que leur domaine de liaison à l’ADN soit fortement conservé (80% d’identité sur tout le 
domaine mais 100% dans l’hélice principale de reconnaissance H3), ils présentent des 
divergences d’affinité pour l’ADN (voir paragraphe III-2) (Shore et al., 1995). En particulier, 
nous avons déjà dit que seul SAP-1 reconnaît le site 5’-GGAT-3’ du SRE avec une bonne 
affinité en absence de SRF alors que ELK-1 n’est capable de s’y fixer qu’en présence de SRF 
(Tableau III-2) (Shore et al., 1996). Des expériences très élégantes de mutations ponctuelles 
du domaine ETS de ELK-1 visant à ‘recréer’ le ‘contexte SAP-1’ ont montré que deux acides 
aminés (acides aspartiques 38 et 69 de ELK-1 correspondant à une glutamine et une valine 
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dans SAP-1 (Tableau III-2 et Figures III-10 et III-11) contribuaient au choix du GGAA versus 
le GGAT (Shore et al., 1996). De manière remarquable, ces deux résidus ne contactent pas 
directement l’ADN et semblent donc utiliser un mécanisme de discrimination inhabituel (Mo 
et al., 1998; Mo et al., 2000). 
 
 
αII
βII
βI
αI
3104
3103
β5
3101
β1
α2
α3
α1
A
αI
α3
B
Figure III-10 : Structure du complexe ternaire SAP-1/SRF/SRE d’après Hassler et Richmond, 2001. (A)
Vue générale du complexe. Sont représentés : (1) la boîte B de SAP-1 (orange) connectée au domaine 
ETS par une région flexible (ligne pointillée) et contactant un monomère SRF (rouge), (2) le deuxième 
monomère SRF (vert clair) et l’ADN (gris). Les différentes structures secondaires sont indiquées. (B)
Interaction entre le domaine ETS de SAP-1 et le domaine MADS de SRF. Les acides aminés se 
retrouvant à l’interface hydrophobe entre l’hélice α3 du domaine ETS (jaune) et l’hélice αI de SRF (vert) 
sont indiqués. 
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Les possibles interactions protéiques entre les facteurs TCF et la protéine SRF, 
impliquant ces deux acides aminés, représentent certainement l’hypothèse la plus probable 
pour expliquer leur coopération de liaison. De nombreuses analyses biochimiques ont 
cependant montré que la boîte B était nécessaire et suffisante in vitro pour le recrutement de 
SRF (Shore et Sharrocks, 1994; Ling et al., 1997; Ling et al., 1998). Mais en présence 
d’ADN, le domaine ETS est aussi requis pour permettre la formation du complexe ternaire 
TCF/SRF/SRE (Janknecht et Nordheim, 1992). Ce résultat couplé au fait que les sites de 
fixation des TCF et de SRF sont adjacents dans le SRE, suggèrent que l’interaction physique 
entre le domaine ETS et la protéine SRF existe lorsque les deux protéines sont fixées sur 
l’ADN. La modélisation moléculaire du complexe SAP-1/SRF/SRE (Mo et al., 1998) et sa 
récente résolution cristallographique (Hassler et Richmond, 2001) sont venues confirmer cette 
hypothèse (Figure III-10). 
La structure globale du complexe SAP-1/SRF/SRE indique que les deux protéines se 
retrouvent fixées sur l’élément SRE de part et d’autre de l’ADN (Figure III-10). Comme il 
était attendu, la boîte B forme la surface d’interaction principale avec la protéine SRF 
(Hassler et Richmond, 2001). Ce domaine adopte une conformation particulière hélice 310-
brin β-hélice310 qui contacte l’hélice αI d’un des monomères de SRF (Figure III-10) (Hassler 
et Richmond, 2001). La boîte B est reliée au domaine ETS par une région désordonnée de 44 
acides aminés qui peut se comparer à une attache flexible. Ce résultat est en accord avec les 
données expérimentales qui suggéraient que la coopération de liaison entre SAP-1 et SRF 
pouvait s’établir sur des sites séparés de 5 à 30 paires de bases (Treisman et al., 1992). Cette 
région est d’ailleurs peu conservée en acides aminés et en longueur entre les différents 
facteurs TCF, ce qui pourrait contribuer aux différences de coopération observées (Hassler et 
Richmond, 2001). La résolution du complexe SAP-1/SRF/SRE suggère aussi que l’interaction 
directe entre l’hélice α3 du domaine ETS et l’hélice αI de SRF participe au recrutement de 
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SRF et que les différences d’affinité entre SAP-1, ELK-1 et NET seraient liées à la 
composition en acides aminés de leurs hélices H3 respectives (Figures III-10 et III-11) 
(Hassler et Richmond, 2001). Il n’est d’ailleurs pas étonnant de retrouver le résidu Valine 68 
de SAP-1 à l’interface puisqu’il avait déjà été identifié comme étant crucial pour la 
reconnaissance du site GGAT (Shore et al., 1996; Mo et al., 1998; Mo et al., 2000). De 
manière surprenante, lorsque l’on compare ces résultats avec les analyses d’interactions entre 
ETS-1/PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996; Wheat et al., 1999) et ERG-JUN/FOS (voir notre 
travail dans les articles 2 et 3), il apparaît que le ou les acides aminés importants pour la 
reconnaissance de l’ADN sont aussi ceux qui spécifient le choix du partenaire 
transcriptionnel. 
De manière très significative, l’interaction entre les résidus valine 68 et tyrosine 65 de 
SAP-1 avec le résidu leucine 155 de SRF (Figure III-10) modifie sensiblement les contacts 
avec l’ADN faits par la tyrosine 65 en absence de SRF (Mo et al., 1998; Hassler et Richmond, 
2001). En particulier, elle ne semble plus capable de contacter la position +4 comme observée 
dans le complexe SAP-1/SRE (Figure III-11). Ces données suggèrent non seulement que les 
interactions protéiques compensent la perte des interactions protéines-ADN mais aussi que 
certains résidus de l’hélice α3 se comportent de manière différente selon que la protéine ETS 
se fixe seule ou en partenariat. D’ailleurs, la modification de l’orientation de la chaîne latérale 
du résidu tyrosine 66 de ELK-1 par rapport à la tyrosine 65 de SAP-1 semble dépendre de la 
présence du résidu acide aspartique 69 non conservé chez SAP-1 (Figure III-11) (Mo et al., 
1998; Mo et al., 2000). Les auteurs proposent un mécanisme étonnant dans lequel la présence 
de SRF modulerait l’affinité de ELK-1 pour l’ADN en repositionnant l’acide aspartique 69 
(mécanisme de ‘flip-flap’), ce qui permettrait alors à la tyrosine 66 de contacter l’ADN de 
manière similaire à la situation retrouvée dans le complexe SAP-1/SRE (Mo et al., 1998; Mo 
et al., 2000). Alternativement, le fait que la tyrosine 66 de ELK-1 pointe vers l’extérieur 
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pourrait favoriser les interactions ELK-1/SRF. La présence absolument nécessaire de SRF 
pour que ELK-1 fixe le site SRE serait donc liée à ces différences structurales. 
 
 
Figure III-11 : Différence de reconnaissance entre SAP-1 et ELK-1 d’après Mo et al., 1998; Mo et al., 2000. La 
modification la plus significative étant la réorientation de la chaîne latérale du résidu Y66 de ELK-1 (Y65 de 
SAP-1) induite par l’acide aspartique D69 qui semble modifier ses propriétés de liaisons à l’ADN et/ou de 
reconnaissance de la protéine SRF. Le tableau indique les sites ADN reconnus en fonction des possibilités. Les 
résidus Y65/Y66 et V68/D69 sont indiqués en gras. 
 
Ces hypothèses restent pour le moment très spéculatives et la résolution du complexe 
ternaire ELK-1/SRF/SRE devrait apporter de nouveaux éléments. Il n’en reste pas moins que 
dans ce cas précis, c’est sans aucun doute la boîte B qui est l’élément essentiel expliquant la 
coopération de fixation entre les facteurs TCF et la protéine SRF. Le fait que la boîte B, en 
absence de SRF, interagisse avec le domaine ETS (Yang et al., 1999) est d’ailleurs en faveur 
d’une modification structurale induite par la présence de SRF, elle-même sous l’influence des 
résidus de l’hélice H3. De plus, l’orientation particulière de cette boîte B dans le complexe 
SAP-1/SRF/SRE (Figure III-10) favoriserait des interactions boîte B/ADN, contribuant ainsi à 
SAP-1/SRE
Y65
V68
K69α3
ELK-1/E74
Y66D69
K70
α3
Réarrangement
de la chaîne
latérale du résidu 
Y65/Y66 de 120°
Protéine Séquence de l'hélice H3 SRF Séquence ADN reconnue
- GGAA ou GGAT
+ GGAT
- GGAA 
+ GGAT
SAP-1 NYDKLSRALRYYYVK
ELK-1 NYDKLSRALRYYYDK
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la coopération de fixation (Hassler et Richmond, 2001). Cette situation n’est pas unique 
puisque l’association Gabpα/Gabpβ permet à la sous-unité Gapbβ de fixer indirectement 
l’ADN (Batchelor et al., 1998), alors qu’elle ne contient pas de domaine de liaison. De même, 
bien que la protéine VP16 ne fixe pas par elle-même l’ADN, certains de ses acides aminés 
semblent cependant importants pour la fixation du complexe HCF-1/VP16/Oct-1 (Babb et al., 
2001). Quoiqu’il en soit, une analyse détaillée des effets des mutations des acides aminés de 
l’hélice H3 du domaine ETS couplée à des études structurales devraient permettre de clarifier 
la situation. 
 
III-5-2 ETS-1/PAX-5 et TCF/SRF, même combat 
 Le facteur de transcription PAX-5 est essentiel pour l’engagement des cellules 
hématopoïétiques vers la voie B (Hagman et al., 2000). De nombreux sites de liaison pour 
PAX-5 sont retrouvés dans les promoteurs de gènes spécifiques des cellules B comme le 
récepteur CD19 ou les chaînes µ,  α (mb-1), κ des immunoglobulines (Hagman et al., 2000). 
Les études préliminaires visant à identifier les régions du promoteur mb-1 importantes pour 
son expression dans les cellules B, avaient montré qu’un fragment de 250 paires de bases 
contenant des sites potentiels de fixation pour le facteur lymphoïde EBF ainsi que pour les 
facteurs ETS et Sp1, était nécessaire et suffisant (Hagman et al., 2000). Les analyses par 
‘footprint’ à la DNaseI et retard sur gel avec des extraits nucléaires de cellules pré-B et une 
sonde correspondant aux 250 paires de bases du promoteur, ont ensuite permis de montrer que 
le facteur lymphoïde majoritaire, présent dans les extraits et fixant la sonde, n’était pas EBF 
mais PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996). De manière intéressante, PAX-5 reconnaît seul et 
avec une bonne affinité, le promoteur CD19, alors qu’il semble se fixer sur le promoteur du 
gène mb-1 uniquement en présence d’autres facteurs appelés BTC pour ‘B-cell specific 
Ternary Complex’ (Fitzsimmons et al., 1996). C’est ainsi que l’utilisation d’anticorps a pu 
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identifier au moins trois facteurs ETS (ETS-1, FLI-1 et GABPα) capables de fixer le 
promoteur du gène mb-1 en coopération avec PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996). 
 La situation retrouvée sur le promoteur mb-1 ressemble étrangement à celle du 
promoteur de c-Fos :  
(1) le site de reconnaissance des facteurs ETS n’est pas de ‘haute affinité’ (GGAG 
pour mb-1 et GGAT pour c-Fos). La fixation en gel retard est d’ailleurs la plupart du temps 
indétectable, que les auteurs utilisent des extraits nucléaires ou des protéines recombinantes 
(Fitzsimmons et al., 1996; Shore et al., 1996). Inversement, les protéines recombinantes SRF 
ou PAX-5, utilisées seules, fixent in vitro leurs sites respectifs (Fitzsimmons et al., 1996; 
Shore et al., 1996). 
(2) La présence des protéines PAX-5 ou SRF apparaît suffisante pour recruter les 
facteurs ETS et se fixer ainsi de manière coopérative en complexes multi-protéiques 
(Fitzsimmons et al., 1996; Shore et al., 1996). Cette situation semble liée intimement à la 
nature des sites ADN puisqu’il est possible d’induire la situation réciproque. L’introduction 
d’une mutation GGAG>GGAA dans le promoteur du gène mb-1 réduit fortement l’affinité de 
PAX-5 pour son site alors que ETS-1 s’y fixe de 50 à 100 fois mieux (Wheat et al., 1999). 
Dans cette configuration, c’est la protéine ETS-1 qui recrute PAX-5 sur son élément de 
réponse, et non l’inverse (Wheat et al., 1999). De manière similaire, SRF recrute 
‘naturellement’ les facteurs ETS sur le promoteur du gène c-Fos. La simple ‘permutation’ de 
l’affinité relative des protéines ETS et SRF pour leurs sites respectifs (‘faible affinité ETS’ + 
‘haute affinité SRF’> ‘haute affinité ETS’ + ‘faible affinité SRF’), suffit à inverser le 
mécanisme de recrutement (Treisman et al., 1992). Toutes ces données renforcent l’idée que 
les interactions protéiques favorisent l’assemblage des complexes ternaires ETS-1/PAX-
5/mb-1 et TCF/SRF/SRE et que l’ADN joue un rôle non négligeable lors de ces processus. 
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(3) Les similitudes ne s’arrêtent pas là puisque dans les deux cas, la protéine SAP-1 se 
fixe de manière autonome sur le site GGAG du promoteur mb-1 ou le site GGAT du 
promoteur c-Fos, alors que les autres facteurs ETS comme ELK-1 (Shore et al., 1996) ou 
FLI-1, ETS-1 et ELK-1 (Fitzsimmons et al., 1996) ne se lient qu’en présence de SRF ou 
PAX-5, respectivement. Cette propriété coïncide avec la présence du résidu acide aspartique 
dont nous avons déjà parlé et qui est conservé chez ELK-1, FLI-1 et ETS-1, mais pas chez 
SAP-1 (Fitzsimmons et al., 1996). Dans le contexte du promoteur de c-Fos, la mutation D69V 
dans le domaine ETS de la protéine ELK-1 suffisait pour retrouver une fixation autonome à la 
manière de SAP-1 (Shore et al., 1996). Dans celui du promoteur mb-1, la mutation du résidu 
valine 68 de SAP-1 en acide aspartique permet d’induire la formation du complexe ternaire 
SAP-1/PAX-5/mb-1 (Fitzsimmons et al., 1996). Cependant, les deux situations ne sont pas 
tout à fait comparables puisque SAP-1 semble incapable de recruter PAX-5 sans la présence 
du résidu acide aspartique alors qu’il peut interagir avec SRF indépendamment d’une valine 
ou d’un acide aspartique (Fitzsimmons et al., 1996; Shore et al., 1996). De plus, les mutations 
se retrouvent inversées. Il serait intéressant de tester les deux situations réciproques, c’est-à-
dire réintroduire la mutation V68D dans SAP-1 sur le promoteur de c-Fos et la mutation 
D69V dans ELK-1 sur le promoteur mb-1. Enfin, l’interaction avec PAX-5 ne fait intervenir 
que le domaine ETS, et est donc strictement dépendante de l’ADN (Fitzsimmons et al., 1996; 
Shore et al., 1996; Wheat et al., 1999), alors que les interactions avec SRF sont détectables in 
vitro par l’intermédiaire de la boîte B. Quoiqu’il en soit, ces deux exemples ont permis de 
mettre en évidence des mécanismes d’association très complexes faisant intervenir un réseau 
d’interactions protéiques et protéines-ADN fortement intriquées. Il est d’ailleurs très 
intéressant de constater que la modélisation moléculaire du complexe ETS-1/PAX-5 (Wheat 
et al., 1999) ressemble en de nombreux points à la structure du complexe SAP-1/SRF/SRE 
(Hassler et Richmond, 2001). Ces récents résultats étayent de manière forte la double 
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potentialité du domaine ETS (fixation à l’ADN et interactions protéiques) et mettent en 
lumière le rôle essentiel que joue l’hélice H3 dans ces processus. Ils suggèrent aussi 
l’existence d’un mécanisme de recrutement très conservé (voir discussion des papiers 2 et 3). 
 
 III-5-3 Le complexe PU-1/NF-EM5 : variation sur un thème 
 PU-1 est certainement le facteur ETS qui symbolise le mieux le rôle essentiel que joue 
ces facteurs de transcription lors de l’hématopoïèse (voir acte I). C’est d’ailleurs le seul 
membre dont l’expression est strictement restreinte aux lignées hématopoïétiques (Singh et 
al., 1999). L’analyse de l’hématopoïèse fœtale chez les souris Pu-1-/- a ainsi révélé des 
défauts dans la plupart des progéniteurs (cellules T et B, monocytes, granulocytes) (Singh et 
al., 1999). La protéine PU-1 est en particulier capable de réguler le promoteur du gène codant 
le récepteur de l’interleukine 7 et les ‘enhancers’ des chaînes lourdes des immunoglobulines 
(Eκ3’, Eλ2-4 et Eλ3-1 et µ) (Singh et al., 1999), ce qui est en accord avec le blocage de la 
différenciation et de la prolifération des cellules B observé dans les souris Pu-1-/-. 
 Les premières analyses fonctionnelles de ‘l’enhancer’ Eκ3’ ont ainsi montré qu’une 
région centrale de 132 paires de bases était nécessaire et suffisante pour maintenir 
l’expression dans les cellules plasmatiques (Meyer et al., 1990). Une sous-région de 25 paires 
de bases contenant un site potentiel de liaison pour la famille ETS est capable de lier PU-1 in 
vitro (Pongubala et al., 1992). De manière intéressante, les mêmes expériences réalisées avec 
des extraits nucléaires de cellules plasmatiques S194 ont mis en évidence, en plus du 
complexe co-migrant avec la bande correspondant à la fixation de la protéine PU-1 in vitro, 
l’existence d’un deuxième complexe qui présentait une mobilité retardée (Pongubala et al., 
1992). Ce nouveau facteur dont l’expression semble se restreindre aux cellules B, s’est avéré 
appartenir à la famille IRF (‘Interferon Regulatory Factor’) et a été appelé NF-EM5/PIP/IRF-
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4 (‘Nuclear Factor-Enhancer Motif 5/PU-1 Interaction Partner’) (Pongubala et al., 1992; 
Eisenbeis et al., 1995). 
 L’utilisation en retard sur gel de plusieurs mutants de délétion de la protéine PU-1, a 
aussi permis d’identifier la région responsable du recrutement de NF-EM5/PIP. Il s’agit du 
domaine PEST de PU-1 (Pongubala et al., 1992). Cependant, le complexe n’est détectable 
qu’en présence des sites de liaison des deux partenaires et requiert la présence du domaine 
ETS (Pongubala et al., 1992). Cette situation est remarquablement similaire à celles des 
complexes TCF/SRF et ETS-1/PAX-5 (voir paragraphe précédent). Mais nous avons ici le 
processus inverse puisque c’est la protéine NF-EM5 qui est, cette fois, incapable de se fixer 
en absence de PU-1. Le parallèle entre les facteurs TCF et PU-1 est d’autant plus fort que le 
domaine PEST de PU-1 semble jouer le même rôle que la boîte B dans le processus de 
recrutement. Les similitudes ne s’arrêtent d’ailleurs pas là puisque la phosphorylation de PU-1 
régule directement sa capacité à s’associer à NF-EM5 (Pongubala et al., 1993; Eisenbeis et 
al., 1995). Alors que la phosphorylation de ELK-1 induirait plutôt une levée d’auto-inhibition 
et aurait donc un rôle plus indirect (Yang et al., 1999), la phosphorylation par la caséine 
kinase II, d’un résidu sérine situé dans le domaine PEST de PU-1, semble absolument 
nécessaire au recrutement de NF-EM5/PIP (Pongubala et al., 1993; Eisenbeis et al., 1995). 
 Ma démonstration ne serait pas convaincante si le domaine ETS n’interagissait pas 
directement avec NF-EM5 et si la coopération de fixation n’était pas le reflet d’une levée 
d’auto-inhibition. En effet, une protéine de fusion GST-NF-EM5 utilisée en ‘pull-down’ est 
ainsi capable d’interagir avec la protéine PU-1 radio-marquée au 35S in vitro (traduction en 
lysat de réticulocytes) ou in vivo (marquage métabolique de cellules transfectées) (Perkel et 
Atchison, 1998). En réalité, en absence d’ADN, ce n’est pas le domaine PEST de PU-1 qui est 
important pour le recrutement de NF-EM5 (dans les conditions d’expériences, l’absence du 
domaine PEST n’abolit pas les interactions), mais bien le domaine ETS seul (Perkel et 
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Atchison, 1998). Le fait que l’ajout des sites de liaisons de PU-1 et/ou de NF-EM5 ne modifie 
pas les interactions et que l’implication du domaine PEST ne soit observée qu’en présence 
d’ADN, suggèrent fortement un mécanisme de recrutement en deux étapes (voir discussion 
des articles 2 et 3) (Perkel et Atchison, 1998). La levée de l’auto-inhibition de ELK-1 par la 
protéine SRF (voir paragraphe III-3-3-2) renforce encore cette hypothèse (Yang et al., 1999), 
d’autant plus que la protéine NF-EM5 est elle aussi sujette à une inhibition intra-moléculaire 
qui peut-être contrecarrée par PU-1 (Brass et al., 1996; Brass et al., 1999). De plus, la région 
auto-inhibitrice de NF-EM5 se confond tout à fait avec celle qui est indispensable au 
recrutement de PU-1 (Brass et al., 1999). Cette constatation n’est pas sans rappeler que les 
domaines d’auto-inhibition de ELK-1, ETS-1 ou GABPα sont absolument nécessaires au 
recrutement de SRF, AML1 et GABPβ, respectivement (Batchelor et al., 1998; Kim et al., 
1999; Yang et al., 1999). La dernière pierre de notre édifice a été apportée récemment par la 
modélisation moléculaire du complexe PU-1/NF-EM5 (Fujii et al., 1999). Ce modèle suggère 
en particulier que la région N-terminale du domaine ETS de PU-1 contenant l’hélice H3 se 
retrouve localisée près de la région C-terminale du domaine wHTH de NF-EM5 (voir 
discussion articles 2 et 3). Cette configuration ressemble étrangement aux complexes ETS-
1/PAX-5 (Wheat et al., 1999) et SAP-1/SRF (Hassler et Richmond, 2001) et serait en faveur 
d’une interaction physique directe qui contribuerait à la coopération de fixation des deux 
partenaires (Fujii et al., 1999). Tous ces résultats suggèrent l’existence d’un mécanisme de 
recrutement des partenaires de la famille ETS très conservé qui semble impliquer au moins 
trois éléments essentiels que sont : (1) la nature et l’agencement des sites de liaisons à l’ADN, 
(2) les interactions protéiques ‘innées’ impliquant le domaine ETS qui semblent ne pas être 
influencées par l’ADN et (3) les interactions protéiques ‘induites’ fortement dépendantes de 
l’ADN et qui font intervenir des domaines complémentaires. 
 
 
 
 
Patron 
d'expression 
Sélectivité de la 
liaison à l'ADN 
Domaines de modulation 
transcriptionnelle 
Régulation intra-
moléculaire 
Modifications post-
traductionnelles 
Partenaires 
protéiques 
ETS-1 ++ ++ ++ +++ +++ ++ 
GABPα + + + ++ N.D. +++ 
PEA3/ERM ++ + ++ ++ + ++ 
ERG  ++ + ++ N.D. N.D. +++ 
TCF + ++ + +++ +++ +++ 
TEL + + ++ N.D. N.D. + 
PU-1 +++ ++ ++ + ++ ++ 
 
Tableau III-6 : ‘La carte d’identité’ des principaux facteurs ETS. L’importance relative des 6 paramètres majeurs contribuant à la spécificité des facteurs ETS est indiquée : N.D. : 
Non Déterminée, (+) importance faible, (++) importance conséquente et (+++) forte influence. Ce tableau n’a pas l’ambition de refléter la réalité mais essaye d’évaluer le rôle 
relatif de chaque caractéristique fonctionnelle. La corrélation entre l’importance et le rôle biologique est cependant difficile à établir puisque chaque caractéristique semble 
influencer les autres. 
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III-6 Le début de la fin 
 
 La manne des illustrations de la théorie de la figure III-1 semble converger vers un 
point central qui est la nature des partenaires protéiques de la famille ETS. Cette 
caractéristique semble essentielle pour différencier l’activité des protéines ETS et dérive 
certainement de leurs propriétés intrinsèques ainsi que de l’organisation particulière de chaque 
promoteur : (1) la discrimination initiale de leur site de liaison est faible, (2) le site GGAA/T 
est retrouvé la plupart du temps associé à d’autres éléments de réponse, (3) leur capacité 
d’interactions avec de multiples facteurs de transcription est considérable, (4) l’auto-inhibition 
de la liaison à l’ADN est fortement représentée à l’intérieur de la famille et (5) le domaine 
ETS est à la fois capable de fixer l’ADN et d’interagir physiquement avec d’autres facteurs de 
transcription. Les 3 exemples de partenariat (TCF/SRF, ETS-1/PAX-5 et PU-1/NF-EM5) que 
j’ai évoqués précédemment, suggèrent que toutes ces propriétés sont intimement liées et 
agissent de concert pour assurer une régulation transcriptionnelle spécifique. Toutes les 
situations semblent représentées et dépendent fortement de l’affinité respective des 
partenaires impliqués pour leur site de liaison : soit le facteur ETS se comporte comme ‘un 
recruteur’, soit il devient une ‘recrue’. Des variations dans les mécanismes peuvent être 
observées mais ces protéines obéissent à des règles élémentaires communes qui correspondent 
tout à fait aux principes du contrôle combinatoire que nous avons évoqué dans le chapitre I. 
Gardons aussi en tête que les facteurs ETS s’inscrivent dans des cascades de voies de 
transduction qui peuvent influencer leurs propriétés et que la somme de tous ces événements 
leur permet de jouer des rôles clés dans le développement et l’oncogenèse. Le rôle 
physiologique des protéines ETS est donc déterminé par de nombreuses caractéristiques 
fonctionnelles que l’on peut étudier séparément, mais qui s’influencent entre elles. On peut 
d’ailleurs s’amuser à construire ‘la carte d’identité ETSienne’ (Tableau III-6) et constater que 
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la plupart des caractéristiques sont partagées par toutes les protéines ETS à des degrés 
d’influence divers. 
 
Nous espérons ainsi avoir réussi à dégager dans ce chapitre les principes qui nous 
guideront dans l’exploitation de nos résultats. Notre travail sur l’identification des 
mécanismes moléculaires gouvernant l’assemblage de complexe transcriptionnel ERG-
JUN/FOS étend les interactions fonctionnelles déjà identifiées entre les facteurs ETS et le 
complexe AP1, et permet de souligner certaines particularités. Nous montrerons en particulier 
que la surface d’interaction du domaine ETS de ERG pour la protéine JUN ressemble 
étrangement à celle retrouvée dans les complexes TCF/SRF, ETS-1/PAX-5 et PU-1/NF-EM5 
et qu’un seul acide aminé semble suffisant pour ‘choisir’ le partenaire. Tous nos résultats, 
comparés aux autres travaux, nous permettront de proposer un mécanisme général en deux 
étapes de recrutement des partenaires de la famille ETS qui sera réintégré dans un schéma de 
fonctionnement global. 
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Résumé : 
 
 Cet article confirme et étend la double potentialité du domaine ETS des protéines ERG 
(fixation à l’ADN et interaction avec la protéine JUN) mise en évidence dans l’article N°1 et 
identifie les acides aminés impliqués dans l’une et/ou l’autre de ces fonctions. Cette étude est 
basée sur la modélisation du complexe ternaire ERG-JUN/FOS-ADN qui a été réalisée à 
partir des données cristallographiques du domaine ETS de la protéine ELK-1 (Mo et al., 
2000), apparenté à celui de ERG qui n’est pas encore résolu, et de l’hétérodimère JUN/FOS 
(Glover et Harrison, 1995). Nous montrons : 
 - que le domaine ETS seul est suffisant pour l’assemblage du complexe ternaire ERG-
JUN/FOS sur l’ADN et que cette interaction physique induit une coopération 
transcriptionnelle. 
- que la présence de l’hélice H3 (hélice principale de reconnaissance de l’ADN) du 
domaine ETS suffit à recruter la protéine JUN in vitro. 
- que le résidu Y371 de la protéine ERG permet de discriminer la double fonction du 
domaine ETS. 
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Jun, Fos, and Ets proteins belong to distinct families
of transcription factors that target specific DNA ele-
ments often found jointly in gene promoters. Physical
and functional interactions between these families play
important roles in modulating gene expression. Previ-
ous studies have demonstrated a direct interaction be-
tween the DNA-binding domains of the two partners.
However, the molecular details of the interactions have
not been investigated so far. Here we used the known
three-dimensional structures of the ETS DNA-binding
domain and Jun/Fos heterodimer to model an ETS-Jun/
Fos-DNA ternary complex. Docking procedures sug-
gested that certain ETS domain residues in the DNA
recognition helix a3 interact with the N-terminal basic
domain of Jun. To support the model, different Erg ETS
domain mutants were obtained by deletion or by single
amino acid substitutions and were tested for their abil-
ity to mediate DNA binding, Erg-Jun/Fos complex for-
mation, and transcriptional activation. We identified
point mutations that affect both the DNA binding prop-
erties of Erg and its physical interaction with Jun
(R367K), as well as mutations that essentially prevent
transcriptional synergy with the Jun/Fos heterodimer
(Y371V). These results provide a framework of the ETS/
bZIP interaction linked to the manifestation of func-
tional activity in gene regulation.
In eukaryotes, gene expression appears to be regulated by
the assembly of various combinations of transcription factors at
promoters and enhancers. The ability of transcription factors to
interact specifically with one another, resulting in the forma-
tion of hetero-oligomeric complexes, enables the generation of
diverse inducible and developmentally regulated programs of
gene expression. Biochemical and functional characterization
of transcription factor complexes has shown that the structural
information necessary for their assembly is provided by both
protein-protein and protein-DNA contacts (1). Particularly, Ets
and Jun/Fos family members commonly function as part of the
integrated regulatory complexes. For example, complex forma-
tion of the Ets protein Elk-1/SAP-1 with the serum responsive
factor is critical for the regulation of the c-fos promoter (2); the
Ets-related protein GAPBa forms heterotetramers with
GABPb to activate the immediate early promoters of HSV-1
(3–5); the association of Pu-1 with NF-EM5/Pip is important for
the regulation of immunoglobulin light chain enhancers (6, 7);
and the binding of a Jun/Fos heterodimer along with the nu-
clear factor of activated T cells to composite elements is critical
for the regulation of genes involved in T cell activation (8).
The Ets family proteins share a highly conserved 85-amino
acid winged helix-turn-helix DNA-binding domain (ETS do-
main) that is able to bind the consensus DNA core sequence
59-GGA(A/T)-39 and to engage in protein-protein interactions
(9–11). The Jun and Fos families consist of related bZIP1
proteins that are able to heterodimerize and bind the consen-
sus DNA sequence 59-TGACTCA-39 (12). Ets proteins act syn-
ergistically with a variety of other transcription factors to reg-
ulate many cellular and viral promoters and enhancers (9, 10,
13). The Jun/Fos heterodimer is one of the well characterized
partners of Ets proteins (10, 13). In vitro binding studies have
demonstrated a direct interaction of various Ets proteins like
Ets-1, Elf-1, Pu-1, Fli-1, Ets-2, and Erg with the Jun protein
moiety but never with Fos alone (14–17). These direct protein
interactions have been shown to involve the DNA-binding do-
main of the two partners. However, the amino acid residues
critical for these highly intricate interactions have not been
precisely mapped so far.
Here we studied the molecular contacts between the human
Erg protein and the Jun/Fos heterodimer to gain insights into
the general mechanisms by which these two families of tran-
scription factors interact to regulate gene expression. In this
respect, we used molecular modeling techniques and the avail-
able crystal structures of the ETS domain and the Jun/Fos
heterodimer complexed to DNA to predict individual residues
involved in the Erg-Jun/Fos-DNA ternary complex formation.
The selected ETS domain residues were thus mutated and then
tested for their ability to support Jun/Fos recruitment in vitro
and in vivo. Interestingly two conserved amino acids in the
ETS domain (residues Arg367 and Tyr371 in Erg) are required
for efficient recruitment of the Jun/Fos heterodimer. Whereas
the R367K substitution abolished DNA binding, interaction
with Jun, and consequently transcriptional cooperation, the
Y371V mutation abrogated interaction with Jun and synergy
without abolishing DNA binding. Therefore the structural de-
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terminants of Erg that are important for ternary complex as-
sembly are also required for transcriptional synergy. We thus
propose that interdependent protein-protein and protein-DNA
contacts regulate Erg-Jun/Fos-DNA complex assembly. The
functional changes induced by these mutations define the lo-
cation of a putative conserved Jun binding interface in the ETS
domain.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Molecular Modeling—The proposed ETS-Jun/Fos-DNA complex
model assumes that the recognition consensus DNA sequence 59-
GGAA-39 of the ETS domain is located upstream from the DNA binding
site 59-TGACTCA-39 of the Jun/Fos heterodimer, as observed in the
polyomavirus enhancer. The aim of this model is to predict protein-
protein interactions when the Jun/Fos heterodimer and the ETS do-
main of Erg are simultaneously bound to their respective DNA targets,
as observed on individual crystal structures. This model is based on the
x-ray crystallographic coordinates of the Jun/Fos-DNA (Ref. 18; Protein
Data Bank code 1fos) and Elk-1-DNA (Ref. 19; Protein Data Bank code
1dux) complexes and was built using the molecular modeling software
Insight II (Molecular Simulations Inc.). The ETS domains of the Elk-1
and Erg proteins are indeed highly similar, with an overall sequence
identity of 55%. The DNA fragment in the Elk-1-DNA complex x-ray
structure (19) displays an important bending centered on 7G; only the
part of DNA extending from G at position 7 to T at position 13 (59-
GAAGTGT-39) and its complementary strand were then considered.
Because important conformational rearrangements can occur upon ter-
nary complex formation that remain unpredictable by molecular mod-
eling means, we deliberately used a simple rigid docking approach.
First the Jun/Fos heterodimer was replaced at the center of a 30-
nucleotide DNA structure adopting a standard double-stranded B-con-
formation. Then to investigate individual residues that could be in-
volved at the protein-protein interface when Elk-1 and Jun/Fos are
simultaneously bound to their DNA targets, we computed all possible
overlapping superimpositions of the selected Elk-1-DNA fragment (59-
GAAGTGT-39) along the 30-nucleotide standard DNA structure with
the Jun/Fos heterodimer remaining fixed at its center. The set of atoms
used for DNA structure superimpositions were deoxyribose atoms C19,
C29, C39, C49, and O49. The root mean square values provided were
around 1.5 Å. The ETS domain of the Elk-1-DNA complex was thus
progressively advanced toward the Jun/Fos heterodimer. From all of
the built ETS-Jun/Fos-DNA complexes, only one displays intermolecu-
lar contacts without steric clashes between protein backbones (see Fig.
2). Finally, facing the simplicity of the followed strategy, the structures
of DNA and proteins being kept rigid, energy minimization was not
appropriate in this context.
Cell Culture—ROS 17.2/8 (rat osteosarcoma) cells were maintained
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal
calf serum.
Plasmid Constructions—The Erg deletion mutant expression vectors
(constructs Erg (1–479) and Erg (307–479)) have been described pre-
viously (17). The amino acid substitutions and disrupted ETS domain
derivatives were constructed by polymerase chain reaction using ap-
propriate primers flanked by convenient restriction sites. Full details
and primer sequences are available on request. Briefly, deletion mu-
tants were obtained by polymerase chain reaction amplification and
subcloned into pCRII (Invitrogen). Constructs were then cloned via
EcoRI/BglII sites into pSG5 vector for further transcription and trans-
lation in vitro. To construct recombinant pGEX-2TK (Amersham Phar-
macia Biotech), the DNA fragments encoding Jun, DBD, DBD-R367K,
DBD-Y371V, and DBD-D374V were first generated by using polymer-
ase chain reaction amplification of pSG5 hu-Jun and pSG5 hu-Ergp55,
respectively, and subcloned into pCRII vector. The BamHI/EcoRI (Jun)
or EcoRI (DBD) fragments were cloned in-frame into the cloning sites
present within the pGEX-2TK polylinker. The amino acid junctions of
the GST vector with the Jun or Erg sequences (in bold type) are:
GST-Jun, SVGSMTAK; GST-DBD, GRPVYLGSGQ; GST-DBD-R367K,
IRPVYLGSGQ; GST-DBD-Y371V, GRPVYLGSGQ; and GST-DBD-
D374V, GRPVYLGSGQ. All constructs were verified by DNA
sequencing.
Transfection and Luciferase Assays—The day before transfection,
ROS 17 2/8 cells were plated at 50–60% confluence in 6-well plates. For
transfection, cells were incubated with 1.0 mg of plasmid DNA and 4 ml
of polyethyleneimine (Euromedex, Souffelweyersheim, France) for 6 h
in 1 ml of OptiMEM and then in fresh complete medium. When neces-
sary, pSG5 plasmid was used as a carrier. For reporter assays, detailed
transfection conditions are indicated in the relevant figure legend. Cells
were lysed 24 h after transfection and assayed for luciferase activity
with a Berthold (Nashua, NH) chemioluminometer. Results presented
are the means of at least five transfections.
In Vitro Protein Synthesis and Pull-down Assays—In vitro translated
proteins were generated with a rabbit reticulocyte in vitro transcrip-
tion/translation system (TNT/Promega) and labeling with 50 mCi of
[35S]methionine/50 ml of reticulocyte lysate. The translation products
were visualized by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and quan-
tified by PhosphorImager (Molecular Dynamics). The bacterial expres-
sion of GST constructs and the purification of GST fusion proteins were
performed as described (17). Expression levels of the various GST
fusion proteins were confirmed by Coomassie staining (data not shown)
and by Western blot (see Fig. 5B).
For pull-down assays, 50 ml of glutathione-Sepharose beads (Amer-
sham Pharmacia Biotech) were incubated with 1 mg of GST, GST-Jun,
GST-DBD, GST-DBD-R367K, GST-DBD-Y371V, or GST-DBD-D374V
fusion proteins in NETN (20 mM Tris-HCl, pH 8, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0, 5% Nonidet P-40) for 1 h at 4 °C. Beads were washed three
times with incubation buffer (12 mM HEPES, pH 7.9, 4 mM Tris-HCl,
pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM EDTA) and resuspended in 30
ml of a mixture containing 35S-labeled protein expressed in reticulocyte
lysate and incubation buffer. After 1 h at 4 °C, beads were washed six
times with NETN and mixed with SDS sample buffer. The bound
proteins were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis fol-
lowed by autoradiography.
Electrophoretic Mobility Shift Assays and Western Blotting—The
DNA binding reaction was performed at room temperature for 30 min
in a total volume of 20 ml containing 20 mM Tris, pH 7.5, 80 mM NaCl,
2 mM dithiothreitol, 0.1% Triton X-100, 5% glycerol, and 5 mg/ml
poly(dI-dC). As a probe, we used a double-stranded oligonucleotide
corresponding to the polyomavirus enhancer (Py) 59-GATCTTTAAGC-
AGGAAGTGACTAACTGACCGCAGGTGGATC-39 or to an ETS
consensus (EBS) 59-GATCTTCGAAACGGAAGTTCGAG-39 and labeled
with [g-32P]dATP at a concentration of 10,000 cpm/reaction. Protein-
DNA complexes were resolved by 5–10% polyacrylamide gel containing
2% glycerol in TBE buffer. Autoradiography was performed on dry gels
using an extra film to quench radioactivity arising from the 35S-labeled
proteins.
Before electrophoretic mobility shift assay, GST fusion proteins were
visualized and quantified by Western blotting. Proteins were separated
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and then transferred to a
Hybond-C Extra membrane (Amersham Pharmacia Biotech) with a
Bio-Rad dry blotter using 25 mM Tris-base, 192 mM glycine, and 20%
(v/v) methanol as the transfer buffer. Membrane was blocked in PBS
with 5% (w/v) dry milk for 1.5 h and stained with a rabbit antibody
against the ETS domain of the human Erg protein (20) and a secondary
goat anti rabbit/peroxidase antibody (Amersham Pharmacia Biotech).
Antibody incubations were performed for 1.5 h in PBS with 5% (w/v) dry
milk followed by four 15-min washes in PBS with 0.1% Nonidet P-40.
For detection we used the ECL chemiluminescent peroxidase substrate
kit from Amersham Pharmacia Biotech. For transient transfection ex-
periments, cell extracts were prepared from confluent 6-well plates.
Cells were washed in cold PBS and harvested with Laemmli SDS
sample buffer. Extracts were boiled for 5 min, and samples were re-
solved on 12% SDS-polyacrylamide gels and transferred to a Hybond-C
Extra membrane (Amersham Pharmacia Biotech) as for GST fusion
detection.
RESULTS
Requirements for Erg-Jun/Fos-DNA Ternary Complex
Assembly—In our previous study (17), we defined functional
domains of the Erg transcription factor (Fig. 1A) and showed
that Erg sequences 253–472, including the ETS domain, are
necessary for Jun/Fos recruitment. To better characterize the
Erg sequences important for Jun recruitment and Erg-Jun/Fos-
DNA ternary complex assembly, we prepared a recombinant
protein, named GST-DBD, comprising the ETS domain of Erg
(amino acids 307–392 fused to GST) and Jun/Fos proteins
(full-length proteins translated in vitro using rabbit reticulocyte
lysates) to perform GST pull-down assay. As shown in Fig. 1B,
35S-labeled Jun (lane 5) and the Jun/Fos heterodimer (lane 6),
but not Fos alone (lane 4), bind specifically to immobilized intact
GST-DBD but not to GST alone (lanes 7–9). Thus these results
suggest that the ETS domain of Erg alone includes minimal
sequences for recruiting the Jun/Fos heterodimer in vitro.
The ETS-Jun/Fos-DNA Transcriptional Complex17182
We then performed electrophoretic mobility shift assays with
the Py, known to contain adjacent EBS and AP-1 binding sites
and to bind Ets and Jun/Fos proteins (21). Thus we incubated
a 32P-labeled Py probe with purified GST recombinant pro-
teins, corresponding to the Erg DNA-binding domain (GST-
DBD), and with Jun/Fos proteins cotranslated in vitro. As
shown in Fig. 1C, the Py probe formed, in the presence of both
Erg-DBD and Jun/Fos proteins, a specific ternary complex that
migrated more slowly than the secondary Jun/Fos-Py complex
alone (compare lanes 2 and 4). A similar ternary complex was
observed with full-length Erg (data not shown). Assembly of
the ternary complex required both intact EBS and AP-1 bind-
ing sites because mutation of these sequences prevented ter-
nary complex formation (data not shown). To verify that the
ternary complex contained both Erg-DBD and the Jun/Fos
heterodimer, we incubated the binding reactions with specific
antibodies against GST fusion protein or Jun (aGST-IgG and
aJun-IgG, respectively). The addition of aJun-IgG abolished
formation of the Jun/Fos-Py and Erg-DBD-Jun/Fos-Py com-
plexes but not the Erg-DBD-Py complex (Fig. 1C, lane 5).
Conversely aGST-IgG hindered formation of the Erg-DBD-Py
and Erg-DBD-Jun/Fos-Py complexes but not the Jun/Fos-Py
complex (lane 6). The functional consequences of these physical
interactions were then analyzed by transient transfections
with a reporter plasmid containing four copies of the polyoma-
virus enhancer (Fig. 1D). As expected, cotransfection of Erg
and Jun/Fos proteins resulted in a 10-fold transactivation,
which revealed a cooperative effect between the two partners.
Together these results indicate that Erg and the Jun/Fos het-
erodimer can form a ternary complex on the adjacent binding
sites of the polyomavirus enhancer and that physical interac-
tions between the two proteins contribute to ternary complex
assembly.
A Structural Model for the ETS-Jun/Fos-DNA Ternary Com-
plex—Although we identified the ETS DNA-binding domain as
an instrumental scaffold for interaction with the Jun/Fos het-
erodimer and for transcriptional cooperation, we did not iden-
tify amino acids that participate in this mechanism. To make
predictions about residues that could be involved in interac-
tions between Erg and the Jun/Fos heterodimer, we modeled
an ETS-Jun/Fos-DNA ternary complex (Fig. 2) using the avail-
able crystal coordinates of the Jun/Fos-DNA (18) and Elk-1-
DNA complexes (19). The use of Elk-1-DNA instead of Erg-
DNA complexes for which no crystallographic data are as yet
available seemed appropriate; there is close similarity in the
overall scaffold of the ETS domains because the winged helix-
FIG. 1. The ETS domain of Erg is involved in Erg-Jun/Fos-DNA complex formation. A, functional domains of Erg. The diagram depicts
the principal structure/function domains of Erg as previously described in Ref. 17. PTN, pointed domain; CAE, central alternative exons; CD,
central domain; ETS domain, ETS domain represented with its three a helices and four b-sheets; CTD, C-terminal transactivator domain.
Numbers indicate the amino acid sequence number. B, interaction of Jun/Fos with the ETS domain of Erg fused to GST. GST-DBD (lanes 4–6) or
GST (lanes 7–9) was tested for association with in vitro translated 35S-labeled Jun and Fos alone or both (lanes 1–3). C, cooperative DNA binding
of Erg and Jun/Fos heterodimer on the Py. Band shift analyses of Jun and Fos proteins prepared by in vitro translation were coincubated with the
GST fusion GST-DBD in the absence (lanes 1–4) or presence (lanes 5 and 6) of the indicated antibodies (aIgG). All lanes contained the Py probe.
Bands corresponding to the Erg-DBD-Py complex, the Jun/Fos-Py complex, ternary complex Erg-DBD-Jun/Fos-Py, and the supershift with
aGST-IgG are indicated by arrows. F, free probe; S, supershift. D, synergistic interaction between Erg and Jun/Fos on the polyomavirus enhancer.
Transient transfection assays were performed in ROS cells by using the reporter and expression plasmids shown. ROS cells were transfected with
400 ng of the Py reporter gene and 200 ng of the indicated expression plasmids. Empty pSG5 vector was used as a carrier to complement at 1 mg
total. Data are expressed as -fold luciferase activity. Representative assays are shown with bars indicating the error between triplicates.
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turn-helix motif and DNA-contacting residues are strongly con-
served (19, 22). The rigid docking strategy followed to build the
ETS-Jun/Fos-DNA ternary complex model is described under
“Experimental Procedures.”
In our ETS-Jun/Fos-DNA model (Fig. 2), the two protein
partners bind to the major groove on opposite sides of the DNA
helix, positioning the helix a3 of the ETS domain and the
N-terminal part of the Jun basic domain in close proximity.
Principally we located Jun residue Lys267 and Elk-1 residues
Arg62, Tyr66, and Asp69 conserved in Erg (Arg367, Tyr371, and
Asp374) at the protein-protein interface. As observed in the
different available crystal structures of ETS-DNA complexes
(5, 19, 23, 24), the arginine residue Arg62 (Arg367 in Erg) is
involved in hydrogen bonds with the DNA core sequence 59-
GGAA-39 and seems to be unavailable for supplementary in-
teractions. Moreover the positive charge of its guanidinium
group should not allow favorable interactions with the N-ter-
minal basic domain of Jun, which is also positively charged. On
the other hand, the phenol ring of Tyr66 (Tyr371 in Erg) involved
in DNA contacts in the SAP-1-DNA complex structure (24) but
not in Elk-1-DNA (19) and the carboxylate group of Asp69
(Asp374 in Erg), well accessible at the protein surface, could
interact with the basic residue Lys267 of Jun (Fig. 2). However,
if Tyr66 is highly conserved within the sequences of the ETS
family and may thus be instrumental, Asp69 is frequently mu-
tated (22) and thus may not play a major role in ETS-Jun/Fos
complex formation (see below).
The Helix a3 of the ETS Domain Is Required for Interaction
with Both DNA and Jun—Structural studies have revealed
that the ETS domain forms a winged helix-turn-helix motif
described to fold into a four-stranded anti-parallel b-sheet with
three a-helices (Fig. 3A), where helix a3 is the major DNA
recognition component (19, 22, 24). Our model (Fig. 2) suggests
that this helix a3 should also include sequences allowing the
recruitment of the Jun/Fos heterodimer. To test this hypothe-
sis, we prepared a set of differentially truncated polypeptides
in the ETS domain and expressed in rabbit reticulocyte lysates.
We then generated different Erg protein mutants in which
either the first helix a1, both helices a1 and a2, or both b3 and
b4 b-sheets of the ETS domain were deleted (Fig. 4A). As
previously described (25), the integrity of the 85-amino acid
ETS domain is necessary to bind an EBS, whereas Erg proteins
lacking N-terminal helix a1, helices a1 and a2, or b3 and b4
b-sheet failed to bind DNA (Fig. 4B). Strikingly our pull-down
assays using glutathione S-transferase (GST) fusion proteins
indicated that the ETS domain retained the ability to interact
with GST-Jun (Fig. 4C, lanes 3, 6, 9, 12, 15, and 18), even when
the a1 and a2 helices or the b3 and b4 b-sheets had been deleted
and the DNA binding had been abolished (Fig. 4, B and C).
Interestingly, these results revealed that deletion of the helix
a1 did not affect Erg-Jun/Fos interaction, excluding the possi-
bility that the conserved LXXLL motif, a potential protein-
protein interface (26, 27), participates in the binding of Jun/
Fos. Moreover Erg and Jun proteins could form a complex
independently of DNA binding because specific interactions
between the Jun/Fos heterodimer and the ETS domain of Erg
were also observed in the presence of ethidium bromide (data
not shown), which is known to disrupt DNA-protein interac-
tions (28). Thus although the ETS domain of Erg is the minimal
Jun/Fos interaction domain, altering structural features such
as the secondary structures can be without effect on the inter-
action with Jun. We have previously shown that deletion of the
whole ETS domain abolishes Jun binding (17). Consequently
all these results point out the DNA recognition helix a3 as the
major ETS domain component for interaction with Jun protein.
Point Mutations in the Erg ETS Domain Impair Its Ability to
Interact with Jun/Fos Heterodimer—We then attempted to
locate in the helix a3 the amino acids more specifically involved
in Erg-Jun/Fos interactions. Based on our molecular model of
the ETS-Jun/Fos-DNA ternary complex, we identified essen-
tially two Erg residues Tyr371 and Asp374 (Tyr66 and Asp69 in
Elk-1) (Fig. 2). In the x-ray structure of the SAP-1-DNA com-
plex (24), the tyrosine residue (Tyr371 in Erg) clearly partici-
pates in DNA recognition by contacting the thymine located on
the complementary strand to the 59-GGAA-39 core sequence.
However this residue seems not strictly required for DNA
binding because its substitution does not always abolish DNA
recognition (22, 29). Note also that in the Elk-1-DNA complex
crystal structure, no direct contacts of this residues are ob-
served with DNA (19). Aspartic acid 374 of Erg (Asp69 of Elk-1
and Val68 of SAP-1) does not interfere with DNA binding but
was recently described to be a key residue for Pax-Ets-DNA
ternary complex formation (30, 31). Finally, with respect to the
arginine residue Arg367 of Erg also present at the putative
protein interface region, no direct contact with Jun is expected.
However in absence of DNA, the helix a3 has been shown to be
involved in interactions with Jun, making this residue still an
instrumental candidate (Fig. 4). Therefore, we used oligonucle-
otide-directed mutagenesis to convert Tyr371 to valine, Asp374
to valine, and Arg367 to lysine in the context of the intact ETS
domain of Erg (307–392) fused to GST (Fig. 5A). Substitution of
Arg367 with lysine should affect both DNA binding and Jun
interaction, whereas substitution of Tyr371 with valine and
Asp374 with valine would be expected to impair only the bind-
ing of Erg to Jun.
As expected (22, 29), the mutation R367K abolished DNA
binding (Fig. 5B, lane 3). On the other hand, the Y371V mutant
exhibited a lower DNA binding in comparison with the wild
type ETS domain, whereas D374V binds DNA with a stronger
affinity (Fig. 5B, lanes 4 and 5, respectively). By in vitro com-
FIG. 2. Model of the ternary complex ETS-Jun/Fos-DNA high-
lighting the putative protein interface between the two part-
ners. This model was built on the basis of x-ray crystallographic coor-
dinates of the Jun/Fos-DNA (18) and Elk-1-DNA complexes (19) using
the molecular modeling program Insight II (Molecular Simulations
Inc.). Residues located at the interface are depicted in sticks: Lys267 in
Jun (K267), Arg62, Tyr66, and Asp69 in Elk-1 conserved in Erg (respec-
tively, Arg367, Tyr371, and Asp374). The backbones of macromolecules are
represented by ribbons, Fos is in yellow, Jun is in red, the ETS domain
of Elk-1 is in blue, and standard B-DNA is in pink. In addition, the
LXXLL motif of the ETS domain is shown in green.
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petition binding assays, we estimated that the Y371V mutant
showed approximately a 5-fold decrease in DNA binding (data
not shown). However, in the context of the full-length protein,
this Y371V mutant entirely retained the transcriptional activ-
ity (Fig. 6B).
In GST pull-down assay, equivalent amounts of beads and
bound Erg ETS domain fusion proteins based upon protein
determination and staining of samples resolved by SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis were used, and expression levels
of intact fusion proteins were monitored by Western blotting
with an antibody against the ETS domain of the human Erg
protein (Fig. 5B). Strikingly the R367K mutant, selected for
noninteraction with DNA, scarcely interacted with Jun or the
Jun/Fos heterodimer (Fig. 5C, compare lanes 5 and 6 with lanes
8 and 9). Conversely, although the mutation Y371V is not
deleterious for DNA binding by Erg (Fig. 5B), it strongly de-
creases recruitment of the Jun moiety. On the other hand, the
D374V substitution had no effect (Fig. 5D, compare lanes 2–4).
To exclude the possibility that these functional changes are
due to an alteration of the overall folding of the mutants, we
have taken advantage of the ability of Erg proteins to ho-
modimerize (17). Indeed, we recently showed that the Erg
proteins could form homodimers in vitro and that sequences
required for this purpose are included in the ETS domain (17).
Thus mutant proteins that fail to interact with Jun/Fos (Fig. 5,
C and D) are still able to homodimerize (Fig. 5E). Taken to-
gether, these data indicate that amino acids Arg367 and Tyr371
of the ETS domain, but not Asp374, play an important role in
the recruitment of the Jun/Fos heterodimer by Erg, whereas
the Erg homodimerization is independent of the mutated
residues.
Erg-Jun/Fos Interaction Mutants Fail to Cooperate from
Ets-AP-1 Composite Sites—The experiments described above
demonstrated that critical amino acids in the DNA recognition
helix a3 of the ETS domain could interact with the Jun/Fos
heterodimer but did not address whether it functioned in Ets-
AP-1-regulated gene expression. Cotransfection assays were
used to determine whether mutations that abrogated physical
interaction with Jun would influence transcriptional synergy.
Briefly ROS cells were transfected with a reporter gene con-
taining four copies of the polyomavirus enhancer (Py), with
expression vectors for Erg mutants (Fig. 6A) and Jun/Fos.
Expression of intact wild type Erg activated the Py enhancer
;4-fold over vector control (Fig. 6B). As expected, the mutant
R367K, which is defective for DNA binding, is also inactive for
transactivation (Fig. 6B). Despite the difference of their in vitro
DNA binding capacities observed with respect to the wild type
protein (Fig. 5B), the Y371V and D374V mutations did not
affect Erg transactivation of the Py enhancer. This apparent
discrepancy cannot be a consequence of overexpression because
all the mutant proteins were expressed in transfected cells at
the same levels as the wild type Erg protein (Fig. 6D).
We next examined the effect of these Erg mutants on their
functional interaction with Jun/Fos (Fig. 6C). Transfection of
Jun/Fos alone activated the Py enhancer about 3-fold (Fig. 6C),
whereas Erg alone activated the Py enhancer 4-fold (Fig. 6B).
However in the presence of both Erg and Jun/Fos, Py enhancer
is synergistically enhanced to 10-fold. Significant functional
synergism between Erg and Jun/Fos is also revealed by the
Erg-D374V mutant, whereas Erg-R367K abolished cooperation
(Fig. 6C). Interestingly, the Erg-Y371V mutant failed to
achieve synergy with Jun/Fos because it cooperated only 6-fold.
To evaluate and quantitate more accurately the effects of the
Erg point mutations on the Ets/AP-1 synergistic response, we
calculated a true synergy fold. The Ets/AP-1 synergy fold is
defined as Py enhancer activity in the presence of a combina-
tion of Erg plus Jun/Fos constructs divided by the sum of the
individual fold activations induced by Jun/Fos alone and each
Erg mutant construct alone. Thus cotransfection of wild type
Erg and Jun/Fos resulted in levels of Py enhancer activity
about 2-fold greater than that predicted based on the sum of
their individual responses. By contrast a synergy fold value of
1 would reveal an additive response, thereby indicating a loss
of functional interaction. Indeed the data presented in Fig. 6C
show that the Erg mutant D374V retained synergistic activa-
tion of the Py enhancer in combination with Jun/Fos, with a
FIG. 3. The Erg ETS domain and its relationship to other ETS domain-DNA structures. A, amino acid sequences of the ETS domain of
Erg and other members of the Ets family. The secondary structures are indicated above the sequence; a helices are represented by boxes, and b
strands are indicated by arrows. Strictly conserved residues that make DNA contacts are indicated with black squares (19, 24), the conserved
Arg367, Tyr371, and Asp374 residues are boxed, and the amino acid substitutions used in this study are indicated with arrows. B, amino acid
sequences of the basic domain of Jun and Fos families (44). The variant amino acid Lys267 of Jun singled out by our model and the corresponding
Arg143 of Fos are boxed.
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synergy fold value of about 2, as the Erg wild type. In contrast
R367K or Y371V substitutions abrogated Ets/AP-1 synergy,
reflected by synergy fold values lower than 1. Thus physical
interactions between the ETS domain of Erg and Jun are
necessary for proper Erg-Jun/Fos synergistic activation of the
Py enhancer.
DISCUSSION
In this report we have explored the role of specific residues
located at the protein interface of the Erg-Jun/Fos-DNA com-
plex, focusing on their functional importance in regulating gene
expression. Previously we and others showed that the ETS
domain was critical for interaction with Jun/Fos (14–17). By
molecular modeling and mutational studies, we demonstrated
here that the helix a3 of the ETS domain, known to be involved
in DNA recognition, is also involved in Jun/Fos recruitment.
Two substitutions in this helix (Y371V and D374V in Erg) pre-
serve DNA binding in vitro, whereas a third (R367K) abolishes
both DNA binding and Jun/Fos recruitment. However when co-
expressed with the Jun/Fos heterodimer, the Y371V mutant did
not display a transactivation cooperation similar to that observed
with the D374V mutant or the wild type. Thus Tyr371 of Erg is
clearly required for the interaction with Jun/Fos and also for the
synergistic activation of the Erg-Jun/Fos-DNA complex.
Overall Conserved Structure of the Winged Helix-turn-Helix-
bZIP-DNA Complex?—Our initial goal was to distinguish be-
tween ETS domain functions involved in DNA binding and
protein-protein interaction. We firstly reasoned that the struc-
tural determinants required for Erg-Jun/Fos complex forma-
tion are located away from the DNA recognition helix a3.
Therefore we investigated the role of the conserved LXXLL
motif located in helix a1 (Figs. 2 and 3A) as a potential protein-
protein interface because this motif has been described to be
sufficient for ligand-dependent interaction between nuclear re-
ceptors and coactivators (26, 27). We thus introduced the
L320A mutation in this motif of the Erg protein. However this
substitution together with the deletion of the helix a1 (Fig. 4C)
has no effect on interaction with Jun or on DNA binding (data
not shown). Surprisingly our experimental data coupled with
our molecular model rather suggest that helix a3 defines the
location of a Jun binding interface in the ETS domain. Inter-
estingly the recent crystal structure of the winged helix-turn-
helix IRF-2 protein (32) lead to the proposal of a model of
bZIP-IRF-DNA complex formation at the interferon-b enhancer
(32, 33); both cases are reminiscent of ours (Fig. 2). It is note-
worthy that the regions of closest approach between ATF-2/Jun
and IRF-3 are the bZIP N terminus and the IRF DNA recogni-
FIG. 4. Identification of Erg ETS domain regions essential for interaction with Jun/Fos. A, structure of the Erg deletion mutants.
Amino acid numbers of encoded proteins are indicated for each construct. Interactions observed in B and C are summarized on the right. The
minimal domain (helix a3) that is involved in interaction with Jun is indicated. B, band shift analysis of wild type and Erg protein mutants. 5–10
ml of in vitro translated proteins were incubated with the labeled ETS consensus oligonucleotide 59-GATCTTCGAAACGGAAGTTCGAG-39. The
empty vector pSG5 utilized as a control is indicated. F, free probe. C, GST pull-down assays showing the interaction between GST-Jun and Erg,
using the deletion constructs shown in A.
The ETS-Jun/Fos-DNA Transcriptional Complex17186
tion helix (32, 33). Differences in amino acid sequence between
ATF-2, Jun, and Fos and between IRF-1, IRF-3, and Ets may
underlie the specific structural and transcriptional properties
of the distinct complexes.
In good agreement with this idea, we note that the Jun
family members have been shown to interact with Ets proteins,
whereas the Fos family members do not share this property
(14). This suggests that amino acids shared by Jun family
members but not present in Fos family members could interact
with the Ets proteins. A mapping of the minimal Jun domain
(14) involved in Ets-Jun interactions located the interaction
within residues 263–282 in the basic domain of Jun. The Lys267
Jun residue singled out by our model is precisely located within
this domain and thus represents a suitable candidate for the
bridging with Erg through Tyr371 (Fig. 2). Intriguingly align-
ment of this restricted domain from different Jun and Fos
proteins revealed that residue Lys267 is conserved in Jun pro-
teins but not in Fos proteins where it is replaced by Arg143 (Fig.
3B). We thus attempted to create a Fos compensatory mutant
R143K that could restore interaction with the ETS domain.
However the mutation R143K alone is not sufficient (data not
shown), suggesting that residues at the periphery of Lys267 of
Jun are also instrumental (Fig. 3B).
Identification of Mutations That Disrupt the Erg-Jun/Fos
Interaction without Abolishing DNA Binding by Erg—A key
amino acid for Jun/Fos recruitment by Erg is an almost invari-
ant tyrosine residue present in the DNA recognition helix a3
(Figs. 2 and 3A). In our ternary complex model, this residue is
located close to the basic domain of Jun, suggesting that it
could play a direct role in interactions between these two pro-
teins. The substitution Y371V in the ETS domain alters the
affinity of Erg for an EBS probe (Fig. 5B), suggesting that the
aromatic residue could interact directly with DNA, as observed
in the SAP-1-DNA complex with the corresponding residue
Tyr65 (24). However this mutation drastically hinders the Erg-
Jun/Fos complex formation (Fig. 5D). Hence because of a reori-
FIG. 5. The R367K and Y371V mutations in the Erg ETS domain strongly influence the interaction of Erg with Jun/Fos. A, structure
of the Erg mutants in the context of the ETS domain fused to GST. Interactions observed in B–E are summarized on the right. The substitutions
are indicated by arrows. B, band shift analyses of wild type and Erg ETS mutants. Top panel, purified GST fusion (500 ng, lanes 1–5) were
incubated as in Fig. 4B. Bottom panel, Western blot analysis of GST fusion (lanes 1–5). Molecular mass markers (in kDa) are indicated. C,
interaction of Jun/Fos with the GST-DBD. GST-DBD (lanes 4–6), GST-DBD-R367K (lanes 7–9), GST alone (lanes 10–12) was tested for association
with in vitro translated Jun and Fos alone or together (lanes 1–3). D, ability of wild type Erg DBD and two mutants, Y371V and D374V, to bind
with the Jun/Fos heterodimer. Experiments were performed as in C. E, mutations that impair the ability of Erg to interact with Jun/Fos or to bind
DNA have no effect on their capacity to homodimerize.
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entation of its side chain, the tyrosine residue could prefer to
interact with the Jun protein in the Erg-Jun/Fos-DNA ternary
complex. Recently, a certain flexibility was indeed reported for
this residue because its side chain clearly adopted two different
conformations in Elk-1-DNA (19) and SAP-1-DNA complexes
(24). In this context, Tyr371 of Erg could act as a discriminator
of protein interactions/coactivation and DNA binding.
According to the available crystal structures of ETS domains
(5, 19, 23, 24), the absolutely conserved residue arginine 367 of
Erg is clearly crucial for DNA binding. It is thus not surprising
that mutation R367K abolishes DNA binding in vitro and con-
sequently showed no transcriptional activation. Initially we
envisioned an indirect role for this residue in Erg-Jun/Fos
complex assembly. Indeed, in SAP-1-DNA complex structure
(24), the guanidinium group of Arg61 (Arg367 in Erg) is engaged
in hydrogen bonds with the DNA core sequence 59-GGAA-39 but
also makes close contacts with the phenol ring of Tyr65 (Tyr371
in Erg). The mutation of the conserved arginine residue by a
lysine could induce a rearrangement of the contiguous aromatic
side chain and then modify interactions of Erg protein with
Jun/Fos heterodimer.
The ETS DNA-binding Domain: One Domain, Multiple
Functions—Partnerships between transcription factors are re-
quired for specific binding and control of gene expression. Al-
though these interactions are quite common, the structural
basis for complex formation and identification of instrumental
amino acids have only been determined for a small number of
examples (5, 8, 30, 31, 34–36). For instance, the isolated DNA-
binding domain of GATA proteins mediates physical interac-
tions with FOG (34, 36). However all the mutant GATA-1
proteins that impaired FOG interaction retained the ability to
bind DNA (35, 36). In our case, unlike GATA-1, mutants of Erg,
such as R367K, selected for noninteraction with DNA, also
prevent association with the Jun/Fos heterodimer. Similarly
the ability of Ets proteins to be recruited by Pax-5 coincides
with the presence of a specific aspartic acid (Asp374 of Erg in
FIG. 6. Functional cooperation between Jun/Fos and various Erg mutants. A, structure of the constructs used in transient transfections.
The indicated point mutations in the ETS domain of Erg were introduced in the context of the full-length protein and cloned into pSG5. B, ROS
cells were cotransfected with the polyomavirus enhancer-Luc reporter and different Erg mutants as indicated in the absence (B) or in presence (C)
of Jun/Fos. Results are expressed as -fold activation relative to basal promoter activity. D, analysis of the Erg mutants expression by Western
blotting. ROS cells were transfected with 1 mg of different Erg mutants as indicated. Cells were harvested as described under “Experimental
Procedures,” and extracts were analyzed by SDS-gel electrophoresis and probed with anti-Erg antibody (1:1000) and developed by ECL (Amersham
Pharmacia Biotech) according to the manufacturer’s protocol.
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this study) within the ETS DNA-binding domain (30, 31). How-
ever, Ets protein (SAP-1, which has a valine residue instead of
an aspartic acid), which impaired Pax-5 binding, retained the
ability to bind DNA (30, 31). Importantly mutation of this
position had no effect on Erg-Jun/Fos complex formation (Fig.
5D), suggesting that the structural determinants required for
this complex overlap with but can be uncoupled from those
required for Pax-5/Ets complex formation.
The idea of considering the ETS DNA-binding domains as
protein-protein interaction domains has begun to emerge re-
cently. In particular, a growing number of protein-protein in-
teractions have been shown to be mediated by the Pu-1 ETS
domain. Indeed, Pu-1 has previously been found to interact
with Jun family members (14, 37), proteins of the C/EBP family
(38, 39), and erythroid zinc finger transcription factor GATA
(40–42). Strikingly the binding surfaces for Erg and Pu-1 on
Jun/Fos appear to differ significantly (41). In our study (Fig.
4C), unlike Pu-1, the b3/b4 domain does not seem to be involved
in the recruitment of Jun. A functional significance of this
apparent discrepancy could be overcome by the unconserved
position Tyr371 in Erg versus Asn236 in Pu-1 (Fig. 3A). As we
strongly demonstrated the instrumental role of this Tyr371
residue in Erg for Jun recruitment as well as transcriptional
synergy (Figs. 5D and 6C), we concluded that the adaptation of
different mechanisms for protein-protein interactions reflects
the structural and functional diversity of Ets proteins. Inter-
estingly, recent work also suggests that the binding surfaces
for Fli-1 and Elk-1 on serum response factor are different (43).
Further detailed mutagenesis is required to define precisely
the mechanism of complex formation involving Ets proteins. In
addition, we presently also do not exclude the possibility that
although mutating the Tyr371 residue abrogates Erg/Jun inter-
action in vitro, in vivo this mutation may not be sufficient to
fully inhibit the formation of a complex comprising full-length
Erg-Jun/Fos, which may be stabilized by other interactions.
Interestingly, Erg mutant proteins that fail to interact with
Jun/Fos are still able to homodimerize (Fig. 5E), suggesting
that homodimerization is independent of the mutated residues.
Because the homodimerization of Erg proteins seems to be
incompatible with DNA binding and gene regulation (17), this
raises the intriguing possibility that formation of the Erg-Jun/
Fos ternary complex leads to “derepression” of Erg homodimers
by protein-protein interactions. This hypothesis is currently
under investigation. In conclusion, our studies provide a frame-
work for understanding the molecular mechanism of the phys-
ical interactions between Jun/Fos, Erg proteins, and DNA and
are compatible with the following observations: (i) helix a3
defines the location of a putative conserved Jun binding inter-
face in the ETS domain, (ii) the Tyr371 residue is not critically
involved in efficient DNA binding, but (iii) its integrity is re-
quired for an efficient Erg-Jun/Fos transcriptional cooperation.
Finally, whether these particular transcriptional conforma-
tions could be extended to all the transcription complexes in-
volving the ETS and bZIP family members remains to be
assessed.
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Résumé : 
 
 Cet article de revue fait le point sur les dernières études structurales et biochimiques 
des complexes impliquant des protéines ETS et d’autres facteurs de transcription. Nous 
mettons en évidence : 
 - que la modélisation moléculaire des complexes ETS-1/PAX-5, PU-1/PIP et ERG-
JUN/FOS couplé à la résolution cristallographique du complexe SAP-1/SRF, présentent une 
‘architecture’ remarquablement similaire. En particulier, l’hélice H3 du domaine ETS est 
positionnée de telle manière qu’elle peut engager des interactions protéiques. 
 - que l’interaction impliquant le domaine ETS est une première étape permettant 
d’agencer les deux partenaires sur l’ADN, l’un par rapport à l’autre. Cette architecture stéréo-
spécifique semble être propice à des interactions protéiques secondaires (boîte B de SAP-1 
avec SRF, domaine PEST de PU-1 avec PIP, domaine C-terminal de ERG avec JUN) qui 
contribueraient à une meilleure spécificité. 
 - enfin, nous postulons que les mécanismes gouvernant l’assemblage de ces complexes 
sont très conservés à l’intérieur de la famille ETS et que : (1) l’agencement des sites de 
liaisons sur l’ADN, (2) la composition spécifique en acides aminés de l’hélice H3 du domaine 
ETS et (3) l’engagement d’un deuxième domaine induit par des modifications structurales, 
contribuent à la sélectivité de la réponse biologique. 
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ABSTRACT. 
 
Ets proteins are a family of 
transcription factors that regulate the 
expression of a myriad of genes in a 
variety of tissues et cell types. This 
functional versatility emerges from their 
interactions with structurally unrelated 
transcription factors. Indeed, 
combinatorial control is a characteristic 
property of Ets family members, 
involving interactions between Ets and 
other key transcriptional factors such as 
AP1, SRF et Pax family members. 
Intriguingly, recent data suggest that the 
ETS DNA-binding domain is often 
directly required for Ets partner’s 
selection and support a two-step 
recruitment mechanism. Initially, an Ets 
protein may interact with its partner via 
the ETS domain. In this process, DNA is 
used as a scaffold to build unique 
stereospecific complexes. These 
preliminary interactions may induce 
allosteric changes enabling Ets protein 
and partners to expose secondary 
interacting specific domains. Taken 
together, the gene-specific architecture 
of these unique complexes can mediate 
the selective control of transcriptional 
activity. 
Introduction. 
Transcriptional activation of 
eukaryotic genes during development or in 
response to extracellular signals involves 
the regulated assembly of multiprotein 
complexes on enhancers and promoters 
(Wolberger, 1999). The complex nature of 
these processes provides virtually 
unlimited possibilities for regulation and 
results in an elaborate fail-safe mechanism 
for controlling gene expression. Central 
players in this process are sequence-
specific transcription factors that select 
genes to be activated and orchestrate a 
highly specific response that is determined 
by the precise arrangement of the DNA 
binding sites and the diversity of protein-
protein interactions. 
 Ets proteins are a family of 
transcription factors which play roles in 
important biological processes, including 
cellular proliferation, differentiation, 
immune response and apoptosis (Graves 
and Petersen, 1998; Sementchenko and 
Watson, 2000). The transcriptional activity 
of Ets proteins is often modulated by other 
factors (Li et al., 2000). Interestingly, there 
are accumulating evidences showing that 
the ETS DNA binding domain is directly 
involved in the recruitment of other 
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transcription factors (Table 1), while other 
specific domains are necessary to establish 
optimal contacts that lead to a specific 
transcriptional response. Moreover, due to 
high sequence conservation within the ETS 
domain, members of the Ets family bind to 
similar DNA sequences (Graves and 
Petersen, 1998). Thus, many ETS-domain 
transcription factors possess autoinhibitory 
domains that provide specificity to ensure 
binding to the correct sites (Graves et al., 
1998). For example, in the case of Ets-
1/AML1 complex, DNA binding 
cooperativity appears to result from 
interaction of the two proteins and 
subsequent mutual disruption of inhibitory 
modules in each protein, thereby leading to 
a loss of inhibition (Kim et al., 1999). Four 
recent papers by Wheat et al., Fujii et al., 
Hassler and Richmond and our lab, add a 
new dimension to our understanding of 
how the ETS DNA-binding domain 
modulate the recruitment of its 
transcriptional partners. Three molecular 
modeling approaches (Fujii et al., 1999; 
Verger et al., 2001; Wheat et al., 1999) 
and one structural study (Hassler and 
Richmond, 2001) lead to the obvious 
conclusion that Ets proteins are engaged in 
common architectural framework although 
partners are different. This review will 
emphasize the exciting property that the 
ETS domain, and particularly specific 
residues of the DNA recognition helix α3, 
are critical discriminators of the selection 
of Ets interacting partners, and that 
intricate DNA and proteins contacts govern 
the specificity. 
The ETS DNA-binding domain 
does not reveal all. 
 Structural and biochemical studies 
indicate that the ETS domain displays a 
winged helix-turn-helix structural fold that 
binds DNA as a monomer (Figure 1A). 
The ETS domain confers sequence specific 
DNA binding to sites containing a 5’-
GGAA/T-3’ core sequence. The 
nucleotides flanking the core GGA site 
influence the affinity, and, in some cases, 
the specificity of Ets family members for 
the binding site (Graves and Petersen, 
1998). The DNA recognition helix α3 
recognizes the GGA core with base-
specific contacts mediated by two 
absolutely conserved arginine residues, 
while a β-hairpin “wing” and a loop 
connecting the recognition helix and its 
preceding helix make multiple DNA 
phosphate backbone contacts to 
nucleotides flanking the GGA core (Mo et 
al., 1998; Mo et al., 2000) (Figure 1A). 
Taken together, all the structural studies 
suggest that DNA contacts from conserved 
and non-conserved protein residues 
coupled with sequence-dependent DNA 
structural properties appear to contribute to 
individual Ets protein specificity 
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(Kodandapani et al., 1996; Mo et al., 1998; 
Mo et al., 2000). For example, a single 
amino acid difference in the ETS domain 
of Ets-1 and Elf-1 (see figure 1B) 
discriminates the ability to bind sites with a 
GGAT sequence (Bosselut et al., 1993). 
Similarly, two positions in the ETS domain 
of Pu-1 (Figure 1B) explain why Pu-1 does 
not recognize GGAT sequences (Pio et al., 
1999). However, recent data (see Table 1) 
rather suggest that protein-protein 
interactions involving directly the ETS 
domain may also be critical for the 
biological specificity of the assembled 
complexes. 
The specificity paradow within the 
Ets family 
Cooperation among Ets family 
members and other transcriptional factors 
has been demonstrated by inferred 
transcription of a large number of enhancer 
or promoter elements containing 
overlapping controlling elements 
(Sementchenko and Watson, 2000). 
Depending on the precise sequence 
context, binding of Ets proteins near other 
transcription factors results in higher 
affinity interaction and synergistic 
activation or repression of specific target 
genes. However the precise involved 
molecular mechanisms remain to be 
addressed. The four works described below 
provided new insights for how the 
specificity within the Ets family is 
achieved. 
Pu-1/Pip. Pip/NF-EM5/IRF-4 is a 
lymphoid restricted IRF transcription 
factor that is recruited to composite 
elements within Ig light chain enhancers 
through a specific interaction with Pu-1 
(Brass et al., 1996). Pip is recruited to its 
binding site on DNA by phosphorylated 
Pu-1. A model for Pu-1/Pip ternary 
complex assembly has been proposed 
recently (Brass et al., 1999; Perkel and 
Atchison, 1998). In this two-step 
recruitment mechanism, Pu-1/Pip 
interaction is DNA template-directed and 
involves two distinct protein-protein 
interaction surfaces : (1) the ETS and IRF 
DNA-binding domains, and (2) the 
phosphorylated PEST region of Pu-1 and a 
putative α helix in Pip (Brass et al., 1999; 
Perkel and Atchison, 1998). 
Ets/Pax5. A highly specific ternary 
complex, important for B cell-specific 
gene expression, involves Pax5 which 
recruits specific Ets family proteins to a 
composite element in the mb-1 
(immunoglobulin alpha-chain) gene 
promoter. In this case, the complex seems 
to require only the Pax5 paired box and the 
ETS DNA binding domains (Fitzsimmons 
et al., 1996). Interestingly, recruitment by 
Pax5 is dependent on an aspartic acid 
(D398 in Ets-1) in the ETS DNA 
recognition helix α3 (Figure 1B). 
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Moreover, Ets proteins (for example SAP-
1) that do not have an aspartic acid are 
unable to assemble complexes with Pax5 
on the mb-1 promoter (Fitzsimmons et al., 
1996). 
TCF/SRF. The ternary complex factor 
(TCF) is a subfamily of Ets proteins that 
form ternary complexes with the serum 
response factor (SRF) to regulate the c-fos 
gene promoter. Formation of the ternary 
complex TCF/SRF/DNA requires both 
protein-DNA and protein-protein 
interactions from both partners. In absence 
of DNA, the DNA binding domain of SRF 
and the 30 amino acids B-box from the 
TCFs are sufficient for these proteins 
interactions (Shore and Sharrocks, 1994). 
For ternary complex formation on the 
Serum Responsive Element (SRE), both 
the ETS DNA-binding domain and the B-
box were required (Janknecht and 
Nordheim, 1992). 
Ets/AP1. Fos and Jun family proteins 
function as dimeric transcription factors 
that bind to AP-1 regulatory elements in 
the promoter and enhancer regions of 
numerous mammalian genes (Chinenov 
and Kerppola, 2001). Following the 
discovery of synergistic activation of the 
polyomavirus enhancer through a 
composite Ets/AP-1 site (Martin et al., 
1988), physical contacts between Jun/Fos 
and Ets proteins have been observed 
(Bassuk and Leiden, 1995). In vitro 
binding studies have demonstrated a direct 
interaction of various Ets proteins like Ets-
1, Elf-1, Pu-1, Fli-1 and Erg (Bassuk and 
Leiden, 1995; Butticè et al., 1996; Carrère 
et al., 1998) with the Jun protein moiety 
but never with Fos alone. These direct 
protein interactions have been shown to 
involve the DNA-binding domain of the 
two partners. Moreover, we have recently 
shown that a critical tyrosine residue in the 
DNA recognition helix α3 of Erg (Figure 
1B) could act as a discriminator of protein 
interaction/coactivation and DNA binding 
(Verger et al., 2001). 
 Even if Ets proteins could interact 
with partners in absence of DNA (Brass et 
al., 1999; Shore and Sharrocks, 1994; 
Verger et al., 2001), we believe that pre-
committing transcription factors to 
dimerization when not bound to DNA may 
be unfavorable, given that there are 
numerous members in each of these 
proteins families. By comparison, there is a 
great gain in efficiency when the DNA 
regulatory site itself controls the 
recruitment of the necessary factors by 
facilitating their pairwise interactions. In 
this context, the ability of Ets proteins to 
stimulate gene transcription is to some 
extent determined by the DNA sequence 
context, which in turn dictates which 
partner will engage the transcriptional 
cooperation. Thus, the ETS DNA-binding 
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domain appears to be critical during this 
process. 
The hidden side of the ETS DNA-
binding domain. 
 In our knowledge, only the X-ray 
structure of GABPα/ GAPBβ (Batchelor et 
al., 1998) and SAP-1/SRF (Hassler and 
Richmond, 2001) complexes together with 
molecular modeling approach of the Ets-
1/Pax5 (Wheat et al., 1999), Pu-1/Pip 
(Fujii et al., 1999) and Ets-Jun/Fos (Verger 
et al., 2001) complexes, have been 
published. The GABPα/ GAPBβ is quite 
different from the other Ets proteins as it is 
composed of two subunits : an ETS family 
member GABPα,  and an ankyrin repeat-
containing protein, GAPBβ.  According 
that the GABPα subunit is not a DNA 
binding domain protein, we therefore will 
not considered it in this review. 
 Nevertheless, as shown in figure 2, 
the Ets-1/Pax5, Pu-1/Pip, Ets/Jun-Fos and 
SAP-1/SRF structural complexes present a 
remarkably similarity in overall orientation 
and framework. In each case, Ets proteins 
and partners are bound on opposite faces of 
the DNA duplex (Figure 2). Moreover, this 
particular orientation enables the direct 
interaction of the ETS and partner DNA-
binding domains through juxtaposition of 
the C-terminus of the ETS α3 helix and a 
β-hairpin of the Pax5 paired domain 
(Wheat et al., 1999), a loop of the 
IRF-4/Pip wHTH domain (Fujii et al., 
1999), the N-terminal basic region of Jun 
(Verger et al., 2001) and the N-terminus of 
the SRF αI helix (Hassler and Richmond, 
2001) respectively. Moreover, biochemical 
studies (Fitzsimmons et al., 1996; Verger 
et al., 2001) have shown that amino acid 
residues 398 of Ets-1 (D398) and 371 of 
Erg (Y371) are critical for Ets/Pax5 and 
Ets/Jun-Fos interactions respectively 
(Figures 1B and 2). Thus, overlapping 
residues in the DNA recognition helix α3 
could likely determinate the Ets interacting 
partner. As corresponding residues Y65 
and V68 of SAP-1 are proposed to be 
involved in SAP-1/SRF interactions 
(Hassler and Richmond, 2001), it will be 
very interesting to test the effects of their 
mutations on SRF recruitment (Figure 2). 
Toward a generalized two-step 
recruitment mechanism. 
 The recent studies described in this 
review have pointed out the molecular 
mechanisms of transcriptional complexes 
assembly involving Ets proteins. In 
particular, the DNA recognition helix α3 
plays a pivotal role in coupling DNA 
binding with the selection of partner via 
additional specific protein-protein 
interactions. However, in many case, 
proper achievement of transcriptional 
cooperation is mediated by secondary 
interactions. For example, the Pu-1/Pip 
complex is functional only when the PEST 
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domain of Pu-1 is phosphorylated and 
interacts with Pip (Marecki and Fenton, 
2001). Similarly, the B-box of SAP-1 
dominates SAP-1/SRF interactions in the 
ternary complex (Hassler and Richmond, 
2001). Our recent experimental data 
indicate also that the C-terminal domain of 
Erg is required to achieve the Erg/Jun-Fos 
transcriptional cooperation (Verger et al., 
in preparation). All these results led us to 
propose a general two-step mechanism for 
recruitment of transcriptional partners by 
Ets proteins (Figure 3). First, physical 
interactions between the ETS and another 
DNA-binding domain with each other and 
DNA lead to cooperative assembly of the 
complex (Figure 3). The partner’s selection 
is strictly dependent of the DNA binding 
sites and specific residues of the helix α3. 
Second, as previously proposed (Lefstin 
and Yamamoto, 1998), these interactions 
may lead to allosteric changes within the 
transcription factors that are transmitted to 
more distant regions of each protein. The 
consequences of these conformational 
changes could include the derepression of 
autoinhibition, the release and replacement 
of a putative corepressor with a coactivator 
and/or the induction of a novel structure to 
a disordered region of the protein(s), thus 
leading to activation of previously silent 
domains. In this context, it will be 
interesting to compare the structure of 
SAP-1 protein (ETS domain and B-box) in 
presence (Hassler and Richmond, 2001) or 
in absence of SRF. We then imagine these 
events to actually be concerted processes 
rather than discrete steps as depicted in 
figure 3. At present, the evidence for the 
model is confined to a few Ets proteins for 
which genuine regulatory target genes have 
been identified, but we believe that the 
model will be widely applicable to other 
Ets-target gene relationships. 
 This combinatorial control presents 
many competitive advantages. For 
example, the cooperative interaction can 
extend the recognition specificity of the 
complex to regulatory elements that are not 
bound by individual proteins. As for the 
Ets/partners complexes cited here, 
transcription factor binding to adjacent 
sites could create an uninterrupted protein-
DNA interface extending across both 
recognition elements, thereby increasing 
the specificity and affinity of DNA 
binding. Indeed, because high affinity sites 
of many Ets proteins appear to be similar 
(Szymczyna and Arrowsmith, 2000), we 
believe that differentiation between target 
genes may require discrimination between 
lower affinity binding sites in addition to 
their tissue specific expression. This 
discrimination is strongly regulated by the 
nature of the Ets transcriptional partner. 
Taken together, these conformational 
rearrangements may contribute to the 
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selectivity of multiprotein complex 
formation. 
Concluding remarks. 
 Ets proteins provide useful model 
systems for investigation of mechanisms of 
specificity in transcription regulation. As a 
final effector of signaling transduction 
pathway, it is critical to determine how 
extracellular signals are transduced and 
regulate the assembly of multiprotein 
complexes involving Ets members. 
Moreover, precise characterization of Ets 
protein-partner interacting interface may 
provide a privileged target for blocking 
aberrant signaling pathways or reversing 
the malignant phenotype associated with 
these oncogenic transcription factors. 
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LEGENDS TO FIGURES. 
 
Figure 1. Overall structure of the ETS-
DNA binding domain. (A) Ribbon diagram 
of the Elk-1/DNA complex (Mo et al., 
2000) viewed from the C-terminal end of 
the α3 DNA recognition helix. The 
α−helices are light pink and β-strands are 
yellow. The DNA is white and GGA core 
is green. The two absolutely conserved 
arginine that contact directly the GGA core 
are colored in cyan (R62 and R65 in Elk-
1). (B) Amino acid sequences of the ETS 
domain of Elk-1 (Mo et al., 2000) and 
other members of the Ets family cited in 
this review. The secondary structures are 
labeled above the sequence. α helices are 
represented by pink rectangles and β 
strands by yellow arrows. Strictly 
conserved residues that make DNA 
contacts are indicated with black squares. 
Highly conserved residues are colored in 
red, the two conserved arginine in cyan 
and residues highlighted in this review in 
mauve. According to Elk-1 numbering : 
K59 (Bosselut et al., 1993), S61 and Y66 
(Pio et al., 1999), Y66 (Verger et al., 
2001), D69 (Fitzsimmons et al., 1996) and 
Y66 and D69 (Hassler and Richmond, 
2001). 
 
Figure 2. Structural models of the 
Ets/partners complexes. (A) Model of the 
Ets-1/Pax5 complex bound to the mb-1 
promoter sequence (Wheat et al., 1999). 
Positions of the aspartic acid (Asp) 
following the recognition helix α3 in Ets-1 
and the glutamine (Gln) in the β-hairpin of 
Pax-5 are indicated. (B) Model for Pu-1 
and Pip/IRF-4 bound to DNA (Fujii et al., 
1999). A side view of surface 
representation showing the model for DNA 
binding domains of Pu-1 (green) and 
Pip/IRF-4 (purple) bound to DNA (light 
green). (C) Model of the Ets/Jun-Fos/DNA 
complex (Verger et al., 2001). The ETS 
domain of Elk-1 is blue, Jun in red, Fos in 
yellow and DNA in pink. Residues located 
at the interface are depicted in sticks : R62, 
Y66 and D69 in Elk-1 and K267 in Jun. 
(D) X-ray structure of the SAP-1-SRF-
SRE DNA ternary complex (Hassler and 
Richmond, 2001). Only the SAP-1 ETS 
domain interaction with the SRF MADS-
box is shown. The amino acids in the 
hydrophobic interface between the SAP-1 
α3 helix (yellow) and the SRF αI helix 
(light green) are shown. 
 
Figure 3. Model of Ets-partner 
interactions. A typical Ets protein is 
represented with its ETS DNA-binding 
domain, and its N-term et C-term domains 
that could represent activation, repression 
or secondary interacting domains. In the 
model, when an Ets protein binds to an Ets 
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binding site (EBS) through its ETS 
domain, its enables the recruitment of a 
specific partner factor in a DNA et helix 
α3-dependent manners. Intermediate 
complex may undergo a series of allosteric 
changes resulting from protein-protein and 
protein-DNA interactions to give rise to an 
active complex. The conformational 
changes proposed, as well as the relative 
placement of the domains shown in the 
model, are speculative. 
 
Table 1. Ets proteins interactions 
involving the ETS domain. 
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FIGURE I 
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FIGURE II 
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FIGURE III 
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Discussion des articles 2 et 3 
 
 1- Le contexte 
 Nos travaux publiés dans l’article numéro 1 (voir acte I) ont démontré que le domaine 
ETS des protéines ERG possédait au moins trois propriétés fonctionnelles : (1) fixation à 
l’ADN, (2) homodimérisation et (3) recrutement de la protéine JUN. Nous avons donc choisi 
de modéliser le complexe ERG-JUN/FOS-ADN, afin d’identifier les sous-régions du domaine 
ETS de ERG, ainsi que les acides aminés, responsables de l’une ou l’autre des fonctions. 
Cette stratégie a été possible puisque les domaines d’interactions étaient déjà identifiés et 
leurs coordonnées cristallographiques disponibles. De plus, la modélisation offre au moins 
deux intérêts. D’une part, elle permet de prédire quels acides aminés se retrouvent localisés à 
l’interface. Ces indications permettent d’orienter le choix des mutations à réaliser, stratégie 
‘moins lourde’ qu’une mutagenèse aléatoire. D’autre part, puisque ces facteurs de 
transcription coopèrent en transactivation, nous avons considéré que leurs interactions étaient 
significatives et fonctionnelles uniquement en présence d’ADN. 
 
 2- Modélisation du complexe ternaire ERG-JUN/FOS-ADN 
 2-1 Principe 
 L’idée principale de notre démarche était de prédire la surface d’interaction protéique 
entre le domaine ETS de ERG et le domaine bZIP de l’hétérodimère JUN/FOS lorsque ces 
protéines sont fixées sur l’ADN. Cette stratégie a été utilisée avec succès dans les travaux 
concernant les complexes ETS-1/PAX-5 (Wheat et al., 1999), et NFAT-FOS/JUN ou OCT-
1/OBF-1, avant leur résolution cristallographique (Peterson et al., 1996; Sauter et Matthias, 
1998). Nous avons choisi délibérément une stratégie ‘simple’ basée sur l’ancrage (‘docking’) 
des deux structures prises de manière indépendante (Figure III-12), puisque les éventuelles 
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modifications conformationnelles induites par la fixation en complexe ne peuvent être 
prédites par la modélisation. L’hétérodimère FOS/JUN a dans un premier temps été replacé 
sur un ADN standard de 30 nucléotides. La structure du domaine ETS de la protéine ERG 
n’étant pas connue, nous avons choisi d’utiliser les coordonnées cristallographiques de celui 
de ELK-1. Ce domaine a donc été progressivement rapproché de FOS/JUN en utilisant l’ADN 
comme fil conducteur (Figure III-12). Toutes les superpositions possibles ont été calculées et 
un seul modèle moléculaire présentait des contacts entre les deux partenaires sans arborer 
d’encombrements stériques. 
 
 
Figure III-12 : Stratégie utilisée lors de la modélisation moléculaire du complexe ERG-
JUN/FOS-ADN. La protéine JUN est en rouge, la protéine FOS en jaune, le domaine ETS de 
ELK-1 en bleu et l’ADN en rose. Une des deux orientations 5’-3’ est en gras. Le sens de la 
rotation est indiqué par des flèches. (1) Repositionnement du complexe JUN/FOS (Glover et 
Harrison, 1995) sur un ADN standard de forme B. (2) et (3) Superpositions successives du 
domaine ETS de ELK-1 (Mo et al., 2000) en utilisant l’ADN comme matrice. (3) Unique 
modèle moléculaire présentant une interface d’interactions sans encombrements stériques.  
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 2-2 Les contraintes 
 La réalisation du modèle a tenu compte de l’orientation 5’ du site de liaison de la 
famille ETS par rapport au site de liaison de FOS/JUN et du fait que les facteurs ETS 
interagissent préférentiellement avec JUN (Bassuk et Leiden, 1995; Butticè et al., 1996) alors 
que le complexe FOS/JUN existe dans deux orientations différentes (Glover et Harrison, 
1995). Le modèle est aussi compatible avec l’espacement des deux sites observé dans 
‘l’enhancer’ du virus du polyome (0 ou 1 paire de base). Il est intéressant de noter qu’un 
modèle indépendant a été récemment réalisé et aboutit aux mêmes conclusions que nos 
travaux (Chinenov et Kerppola, 2001). 
 
 3- Les prédictions du modèle moléculaire 
 L’orientation globale du complexe ERG-JUN/FOS-ADN suggérée par notre modèle 
moléculaire indique que les deux partenaires se retrouvent de part et d’autre de l’ADN. Cette 
architecture permet en particulier de positionner l’hélice H3 du domaine ETS à proximité de 
la région N-terminale du domaine basique de JUN (Figure III-13). De manière remarquable, 
cette configuration (voir Figure II du papier numéro 3) est exactement la même que celles 
proposées par les modèles moléculaires des complexes ETS-1/PAX-5 (Wheat et al., 1999) et 
PU-1/NF-EM5 (Fujii et al., 1999), ainsi que celle observée dans la structure du complexe 
SAP-1/SRF (Hassler et Richmond, 2001). La même approche a été utilisée par deux équipes 
indépendantes pour modéliser les complexes se fixant sur ‘l’enhancer’ de l’interféron β (Fujii 
et al., 1999; Falvo et al., 2000). Cet ‘enhanceosome’ est régulé par un complexe multi-
protéique formé des facteurs de transcription NF-κB, IRF-1, IRF-3, ATF-2 et JUN ainsi que 
des protéines architecturales HMG-I(Y) (Struhl, 2001). L’activité transcriptionnelle de cet 
‘enhancer’ passe en particulier par une coopération entre l’hétérodimère ATF-2/JUN et le 
facteur IRF-3 (Falvo et al., 2000). Or le complexe ATF-2/JUN s’apparente à l’hétérodimère 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-13 : Modèle moléculaire du complexe ternaire ETS-JUN/FOS-ADN. Ce modèle a été 
construit d’après les coordonnées cristallographiques du domaine ETS de la protéine ELK-1 (Mo 
et al., 2000) et de l’hétérodimère FOS/JUN (Glover et Harrison, 1995). La protéine FOS est en 
jaune, JUN en rouge, le domaine ETS en bleu et l’ADN en rose. Les résidus localisés à l’interface 
sont indiqués : R62, Y66 et D69 dans ELK-1 correspondant aux résidus R367, Y371 et D374 de 
ERG, et le résidu K267 de JUN. L’orientation du complexe est inversée par rapport à la Figure III-
12. 
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FOS/JUN et la protéine IRF-3 appartient à la famille wHTH, comme la famille ETS. Ces deux 
modèles suggèrent encore une fois que l’hélice de reconnaissance de IRF-3, qui correspond à 
l’hélice H3 du domaine ETS, se retrouve à proximité de la région N-terminale de la protéine 
ATF-2 (Fujii et al., 1999; Falvo et al., 2000). Toutes ces données sont en faveur de l’existence 
d’une structure tri-dimensionnelle ‘domaines wHTH/protéines partenaires’ conservée. Malgré 
la diversité structurale de ces partenaires (ATF-2, JUN : bZIP; PAX-5 : domaine Paired; NF-
EM5 : wHTH; SRF : boîte MADS), c’est pour l’instant toujours l’hélice H3 du domaine 
ETS/wHTH qui semble impliquée dans les interactions. L’existence d’une structure globale 
commune semble plutôt contradictoire avec la diversité des interactions observées, mais : (1) 
l’agencement et la nature des sites de liaison représentent une première étape de 
discrimination qui permet de ‘rapprocher’ et ‘sélectionner’ les deux partenaires 
correspondants, (2) malgré leur conservation structurale, les domaines wHTH des protéines 
IRF ou ETS, ainsi que les régions N-terminales de JUN ou ATF-2, sont peu conservés en 
acides aminés, (3) nous avons vu qu’une seule différence d’acide aminé entre SAP-1 et ETS-1 
ou ELK-1 permettait d’expliquer les différences de recrutement de PAX-5 sur le promoteur 
Mb-1 et enfin (4) nous allons voir qu’une situation très semblable se retrouve dans le 
complexe ERG-JUN/FOS-ADN. D’autre part, il se peut aussi que la fixation d’un complexe 
donné sur l’ADN, influence directement les propriétés biochimiques de ce complexe, par 
exemple via des changements conformationnels induits par les contacts protéiques ou bien via 
des altérations de la structure de l’ADN, tous ces éléments pouvant contribuer à la spécificité 
des interactions. A cet égard, il est d’ailleurs intéressant de noter que l’interaction entre le 
domaine ETS de SAP-1 et la protéine SRF semble favorisée par la courbure de l’élément SRE 
(Hassler et Richmond, 2001). 
Les structures cristallographiques de ces protéines fixées en complexes, comparées à 
leurs structures fixées seules, devraient nous donner, dans les années à venir, de nouveaux 
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éléments essentiels pour identifier les mécanismes régulant ces associations moléculaires. Ces 
futures études structurales devraient aussi nous permettre de savoir si la conformation tri-
dimensionnelle caractéristique des complexes ETS-1/PAX-5, SAP-1/SRF, PU-1/NF-EM5 et 
bZIP/ETS, peut-être généralisable à la plupart des complexes transcriptionnels impliquant des 
facteurs ETS. 
  
 4- Les confirmations expérimentales 
 4-1 Le rôle de l’hélice H3  
 La première prédiction de notre modèle moléculaire indique que l’hélice H3 du 
domaine ETS se retrouve localisée à proximité de la région N-terminale du domaine basique 
de JUN (Figure III-13). Afin de vérifier cette hypothèse de manière expérimentale, nous 
avons dans un premier temps testé la capacité de divers mutants de délétion de la protéine 
ERG à interagir in vitro avec la protéine de fusion GST-JUN. L’ensemble des résultats 
obtenus est en faveur du rôle de cette hélice H3 dans le recrutement de JUN. De plus, ils 
valident le modèle moléculaire et sont en accord avec le fait que le domaine ETS dans son 
entier est requis pour la reconnaissance de l’ADN, alors que la région contenant l’hélice H3 
suffit pour interagir avec la protéine JUN. Tous ces éléments indiquent aussi que l’interaction 
ERG/JUN existe en absence d’ADN. 
 
 4-2 La séparation des fonctions 
 La précision du modèle moléculaire ETS-JUN/FOS-ADN nous a aussi permis 
d’identifier les acides aminés présents à l’interface et potentiellement impliqués dans les 
interactions (Figure III-13). Il s’agit des résidus R367, Y371 et D374 de ERG (équivalents 
aux résidus R62, Y66 et D69 de ELK-1) et du résidu K267 de JUN. Il est intéressant de noter 
que ces quatre résidus sont ‘accessibles’, puisqu’ils sont positionnés à la surface des protéines, 
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et forment avec le squelette phosphate de l’ADN une interface électrostatique compatible 
(charges négatives : phosphates, acide aspartique et tyrosine et charges positives : arginine et 
lysine). 
 L’analyse des différentes structures du domaine ETS (Kodandapani et al., 1996; 
Batchelor et al., 1998; Mo et al., 1998; Mo et al., 2000) indique que le résidu R367 de ERG 
(R62 de ELK-1) est indispensable pour la reconnaissance de l’ADN (Figure III-3). Il s’agit 
d’une des deux arginines totalement conservées qui font des liaisons hydrogènes avec les 
deux guanines du cœur GGA. D’ailleurs, la mutation de ce résidu en n’importe quel autre 
acide aminé, abolit totalement cette fixation (Pio et al., 1996). Le résidu Y371 correspond à 
l’acide aminé dont la chaîne latérale est réorientée selon qu’il soit dans ELK-1 (Y66) ou dans 
SAP-1 (Y65) (Figure III-11) (Mo et al., 1998; Mo et al., 2000). Bien qu’il soit peu conservé 
dans les facteurs ETS, ce résidu semble participer à la reconnaissance de l’ADN même si sa 
mutation est loin d’être délétère (Liang et al., 1994a; Pio et al., 1996). Enfin, le résidu D374 
(D69 de ELK-1) n’est pas impliqué dans la reconnaissance de l’ADN. Nous avons donc muté 
ces trois résidus et testé la capacité des mutants correspondants à : (1) fixer l’ADN, (2) 
interagir avec JUN, (3) dimériser et (4) transactiver un gène rapporteur seuls ou en 
coopération avec FOS/JUN. Nous avons choisi les mutations R367K, Y371V et D374V pour 
les raisons suivantes : d’une part, compte tenu des résultats déjà publiés (Pio et al., 1996), on 
s’attend à ce que les mutations R367K et Y371V abolissent la fixation à l’ADN et d’autre 
part, la mutation D374V simule la situation retrouvée dans le contexte ETS-1/PAX-5 
(Fitzsimmons et al., 1996). Tous nos résultats sont résumés dans le tableau III-7 ci-dessous. 
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Mutations Fixation à l'ADN 
Interaction in 
vitro avec JUN Dimérisation Transactivation 
Coopération 
avec JUN/FOS
R367K - - + - - 
Y371V diminution - + + - 
D374V augmentation + + + + 
Tableau III-7 : Résumé des résultats obtenus. Le signe – correspond à une perte de fonction alors que le signe + 
indique que la fonction n’est pas perturbée. Pour la fixation à l’ADN, le mutant Y371V se fixe avec une affinité 
plus faible que la protéine sauvage sur la sonde testée, alors que le mutant D374V présente une meilleure 
affinité. 
 
 4-2-1 Fixation à l’ADN 
 Comme il était attendu (Pio et al., 1996), la mutation du résidu R367 de ERG abolit 
totalement la fixation à l’ADN, que se soit dans le contexte d’une protéine de fusion GST-
domaine ETS, ou dans le contexte de la protéine totale synthétisée in vitro en lysat de 
réticulocyte (résultats non montrés). 
Le mutant Y371V présente une affinité pour l’ADN plus faible que la protéine ERG 
sauvage. Nos expériences de retard sur gel in vitro avec des quantités croissantes de sonde 
froide compétitrice suggèrent qu’il se fixe avec une affinité relative de 3 à 5 fois inférieure 
(résultats non montrés). Nous avons déjà dit que la présence du résidu D69 dans ELK-1, à la 
place du résidu V68 dans SAP-1 (Tableau III-2 et Figure III-11) réoriente complètement la 
chaîne latérale de cette tyrosine (Y65 de SAP-1 et Y66 de ELK-1) (Mo et al., 1998; Mo et al., 
2000). Cette réorientation fait perdre à cette tyrosine la capacité d’interagir directement avec 
l’ADN. Cette perte n’empêcherait pas de fixer un GGAA mais serait plus défavorable pour la 
reconnaissance d’un GGAT (Mo et al., 1998; Mo et al., 2000). Or, le résidu Y371 de ERG se 
trouve à proximité du résidu D374 et la sonde utilisée en gel retard est centrée sur un cœur 
GGAA. Toutes ces données suggèrent que la mutation de la tyrosine 371 de ERG n’empêche 
pas la reconnaissance d’un site GGAA mais pourrait inhiber la fixation sur un site GGAT. La 
mutation D374V n’a d’ailleurs pas d’effet sur la reconnaissance du site GGAA. Il serait donc 
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très intéressant de confirmer cette hypothèse en effectuant des expériences de gel retard in 
vitro en co-incubant les mutants Y371V et D374V avec une sonde oligonucléotide GGAT. 
 
 4-2-2 Recrutement de JUN 
 Le deuxième élément qui valide notre modèle ERG-JUN/FOS-ADN est apporté par 
nos expériences d’interactions protéiques in vitro. Les mutations des résidus R367 et Y371 
abolissent en effet presque totalement le recrutement de JUN. Les effets observés ne semblent 
pas liés à des défauts de structuration du domaine ETS puisque ces mêmes mutations 
n’empêchent pas l’homodimérisation. Toutes nos données suggèrent donc que la même sous-
région du domaine ETS, en l’occurrence l’hélice H3, et plus particulièrement les résidus R367 
et Y371, sont importants pour la reconnaissance de l’ADN et l’interaction avec la protéine 
JUN. Cette double potentialité semble être partagée par de nombreux facteurs de 
transcription. A titre d’exemple, il est intéressant de noter que le domaine de liaison à l’ADN 
du facteur GATA-1 est aussi impliqué dans des interactions protéiques (Crispino et al., 1999; 
Fox et al., 1999). De manière très similaire au complexe ERG/JUN, certains acides aminés 
importants pour la fixation à l’ADN du facteur SMAD3 sont aussi ceux requis pour interagir 
et coopérer avec la protéine JUN sur le promoteur de la Collagenase-1 (Qing et al., 2000). 
Enfin, le domaine basique de la protéine JUN est un point d’ancrage privilégié pour les 
multiples partenaires du complexe FOS/JUN (Chinenov et Kerppola, 2001), ce qui est tout à 
fait en accord avec nos résultats. 
 Cette promiscuité entre la liaison à l’ADN et les interactions protéiques n’est pas 
étonnante lorsque l’on replace tous ces complexes sur l’ADN. L’orientation générale des sites 
de fixation composites permet la plupart du temps de ‘rapprocher’ les domaines de liaison à 
l’ADN des protéines concernées. Cette ‘localisation induite’ par l’ADN, couplée à des 
interactions protéiques ‘délimitées’ semblent contribuer à l’augmentation de la spécificité et 
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de l’affinité de fixation des complexes (Chinenov et Kerppola, 2001). Dans ce contexte, 
l’espacement des sites de liaison n’apparaît pas comme un élément strictement limitant si l’on 
tient compte : (1) de la propriété de certains facteurs de transcription à courber l’ADN, (2) de 
la flexibilité de certains domaines d’interactions protéiques, (3) de l’intervention de protéines 
architecturales et (4) de l’intervention de protéines adaptatrices/coactivatrices pouvant faire le 
lien entre deux ou plusieurs facteurs. Nos deux premiers postulats sont exemplifiés par les 
complexes NFAT-FOS/JUN et SAP-1/SRF (Chen et al., 1998; Hassler et Richmond, 2001). 
La résolution cristallographique du complexe NFAT-FOS/JUN a en effet montré qu’il existait 
une courbure de l’ADN d’environ 20°. Cette courbure est requise pour permettre des 
interactions physiques directes entre NFAT et l’hétérodimère FOS/JUN, situation improbable 
sur un ADN linéaire (Chen et al., 1998). La courbure de l’élément SRE couplée à la flexibilité 
du ‘linker’ reliant le domaine ETS à la boîte B, permettraient aux protéines SAP-1 et SRF de 
coopérer, même sur des sites de liaisons éloignés de 20 ou 30 paires de bases (Treisman et al., 
1992; Hassler et Richmond, 2001). Notre troisième postulat fait directement référence au 
concept ‘d’enhanceosome’ dont nous avons déjà parlé. Quant au quatrième, la protéine 
adaptatrice CBP/p300 en est certainement le meilleur représentant (Giles et al., 1998). 
 Pour le moment, le mécanisme de coopération transcriptionnelle que nous proposons 
pour le complexe ERG-JUN/FOS-ADN ne s’applique que dans le cas où les deux sites de 
liaison sont adjacents. La construction du modèle prédit l’existence d’interactions protéiques 
entre le domaine ETS et le domaine basique de la protéine JUN sur un ADN linéaire et nos 
expériences de retard sur gel ou de transactivation ont été réalisées avec l’enhancer du virus 
du polyome (le cœur central des sites ETS et AP1 est séparé d’une seule base : 
AGCAGGAAGTGACTAACTGA). La plupart des éléments composites ETS/AP1 ne 
proposent pas une telle configuration mais l’organisation générale reste très similaire. En 
particulier, le site de liaison des facteurs ETS est toujours orienté en 5’ du site AP1 (Chinenov 
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et Kerppola, 2001). L’interaction directe entre le domaine ETS et le complexe FOS/JUN n’est 
peut être pas toujours essentielle, la synergie transcriptionnelle pouvant alors s’expliquer par 
les postulats que je viens d’évoquer. Il serait à cet égard intéressant de tester les effets des 
mutations R367K et Y371V sur d’autres éléments de réponse ETS/AP1, en particulier sur le 
promoteur de la Collagénase-1 dont l’espacement entre les sites ETS et AP1 est de 10 paires 
de bases (Chinenov et Kerppola, 2001). 
 Quoiqu’il en soit, nos résultats démontrent que certains acides aminés de l’hélice H3 
du domaine ETS sont essentiels pour le recrutement de JUN. Cette situation est très similaire 
à celle observée dans le complexe ETS-1/PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996; Wheat et al., 
1999). Il semble néanmoins que dans notre contexte, l’acide aspartique qui détermine 
l’association ETS-1/PAX-5 (D374 dans ERG), ne soit pas requis. Ceci suggère qu’un ou deux 
acides aminés suffisent à déterminer ‘le choix’ du partenaire transcriptionnel de la famille 
ETS. Ce choix étant, de plus, fortement dépendant du contexte ADN. Cependant, nos 
expériences d’interactions protéiques ont été réalisées par la technique de ‘pull-down’ alors 
que les interactions entre PAX-5 et ETS-1 sont visualisées en retard sur gel. A la lumière de 
ces nouvelles données, il serait intéressant de tester les effets de la mutation du résidu tyrosine 
sur la formation du complexe ETS-1/PAX-5 et de  visualiser en retard sur gel les complexes 
ternaires ERG-JUN/FOS avec nos différents mutants. Enfin, toute règle ayant son exception, 
il semble que la protéine PU-1 soit capable de recruter JUN par l’intermédiaire du feuillet 
β3−β4 (Zhang et al., 1999), ce qui n’est pas le cas de ERG. Les raisons de cette différence ne 
sont pas encore claires mais pourraient s’expliquer par le fait que le domaine ETS de PU-1 
contient un résidu asparagine au lieu d’un résidu tyrosine (N236 de PU-1 versus Y371 de 
ERG : voir Figure 3 du papier numéro 2). Le rôle de l’hélice H3 de PU-1 n’est cependant pas 
totalement exclus puiqu’elle interviendrait dans les interactions PU-1/NF-IL6 (Yang et al., 
2000), or NF-IL6 appartient à la famille des facteurs de transcription à domaine bZIP. 
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Inversement, de récents travaux indiquent que la protéine FLI-1 peut interagir avec le facteur 
SRF par deux régions qui ne correspondent pas à la boîte B (Dalgleish et Sharrocks, 2000). 
Dans le même ordre d’idée, la protéine ETS-1 interagit in vitro aussi bien avec JUN qu’avec 
MAFB, alors que PU-1 n’interagit qu’avec JUN (Bassuk et Leiden, 1995; Sieweke et al., 
1996; Kelly et al., 2000). Il semble donc possible que des facteurs de transcription de la même 
famille puissent interagir avec les mêmes partenaires par des domaines différents. On ne peut 
a priori pas dire aujourd’hui si ces différences ont des implications fonctionnelles. 
 
 4-2-3 L’homodimérisation des protéines ERG 
 Le domaine ETS de la protéine ERG est aussi bien impliqué dans l’homodimérisation 
que dans le recrutement de JUN (voir publication numéro 1). Nous avons donc testé les effets 
des mutations sur cette dimérisation. Nos résultats indiquent que la surface d’interaction 
ERG/JUN est indépendante de celle impliquée dans la dimérisation. Le fait que cette 
homodimérisation soit incompatible avec la fixation à l’ADN suggère que la formation du 
complexe ERG/JUN-FOS puisse lever cette inhibition inter-moléculaire. De manière très 
intéressante, le domaine ETS de la protéine FLI-1, qui est homologue à 98% à celui de ERG, 
existe sous forme de dimère en solution (Liang et al., 1994b). Les régions potentielles de 
dimérisation seraient localisées entre les feuillets β1/ β2 et en C-terminale de l’hélice H3 
(Liang et al., 1994b). Le fait que l’interface d’interaction ERG/JUN soit très proche, voire 
incluse, dans l’interface de dimérisation, suggère fortement que la présence de la protéine 
JUN puisse déstabiliser l’homodimérisation du domaine ETS, et ainsi favoriser la fixation de 
la protéine ERG sur l’ADN (Figure III-14). Ce mécanisme, qui reste à démontrer pour ERG, 
ressemble fortement à la levée de l’auto-inhibition des protéines ETS-1 ou ELK-1 par les 
facteurs AML-1 et SRF, respectivement (voir paragraphe III-3-3-2). Dans ces trois exemples, 
les domaines d’inhibition de la liaison à l’ADN sont très proches de ceux qui sont impliqués 
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dans le recrutement de la protéine ‘désinhibitrice’. Ce lien direct pourrait donc faciliter le 
processus et permettre une induction contrôlée de l’activité transcriptionnelle des protéines 
ETS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-14 : Modèle putatif de la levée de l’inhibition inter-
moléculaire des protéines ERG. Seul le domaine ETS est représenté 
(rond blanc), la partie en noire correspond à l’hélice H3. En solution, 
les protéines ERG pourraient exister sous forme de dimère. La région 
de dimérisation se situant autour de l’hélice principale de 
reconnaissance de l’ADN, elle serait incompatible avec la fixation à 
l’ADN. La dissociation des homodimères pourraient être induite par 
l’ADN et/ou le complexe FOS/JUN (en grisé). 
 
 4-2-4 La coopération transcriptionnelle 
 La substitution des 3 résidus R367, Y371 et D374 a des effets distincts in vitro sur la 
fixation à l’ADN et le recrutement de la protéine JUN. Nous disposons ainsi de mutants qui 
ont perdu soit les deux fonctions (R367K), soit une seule (Y371V), soit aucune (D374V). 
Afin d’évaluer la conséquence de ces mutations sur la coopération transcriptionnelle ERG-
JUN/FOS, nous les avons réintroduites dans le contexte de la protéine totale dans des vecteurs 
d’expression eucaryote. Comme on pouvait s’y attendre, le mutant R367K qui est incapable 
de fixer l’ADN ou d’interagir avec JUN, ne peut plus ni transactiver seul, ni coopérer. De 
même, la mutation D374V qui n’a pas d’effet in vitro, se comporte en transfection comme la 
+ADN 
+ADN 
+FOS/JUN 
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protéine ERG sauvage. De manière très significative, la mutation Y371V qui abolit le 
recrutement de JUN in vitro, diminue fortement la synergie observée entre ERG et FOS/JUN 
(voir Figure 6 du papier numéro 2). Ce résultat fait donc le lien direct entre l’interaction 
physique ERG/JUN et la coopération transcriptionnelle. Dans ce contexte, le résidu Y371 
semble se comporter comme un discriminateur de la fixation à l’ADN versus les interactions 
protéiques et la synergie. Une telle situation se retrouve dans de nombreux facteurs de 
transcription. En effet, la résolution de la structure tri-dimensionnelle du complexe NFAT-
FOS/JUN a permis récemment de caractériser des mutations qui n’empêchent ni la fixation à 
l’ADN, ni l’activité transactivatrice de NFAT mais qui perturbent fortement la synergie 
transcriptionnelle avec FOS/JUN (Macian et al., 2000). Les auteurs ne se sont pas arrêtés là 
puisqu’ils ont utilisé ces propriétés particulières pour discriminer les gènes régulés par NFAT 
seul de ceux régulés en coopération avec FOS/JUN (Macian et al., 2000). Dans notre étude, la 
protéine mutante ERG Y371V semble posséder les mêmes caractéristiques et représente donc 
un outil privilégié pour de telles investigations. Dans le même ordre d’idée, la mutagenèse 
aléatoire du facteur de transcription de la famille à domaine POU UNC-86, a permis 
d’identifier une mutation ponctuelle capable de séparer les fonctions de fixation à l’ADN et 
d’interactions protéiques de celle de coopération transcriptionnelle avec la protéine MEC-3 
(Rockelein et al., 2000). Enfin, l’absence de coopération entre les facteurs SMAD3 et JUN 
semble directement liée à la perte de leurs interactions physiques (Qing et al., 2000). 
 Dans la plupart de ces exemples, la perte de la synergie transcriptionnelle se rapproche 
souvent d’une inhibition de coopération de fixation sur l’ADN. Peut-être est-ce le cas pour le 
mutant Y371V ? La co-incubation de ce mutant avec le complexe FOS/JUN en retard sur gel 
avec une sonde ETS/AP1 devrait permettre de répondre à cette question. Nos derniers 
résultats de transfections transitoires utilisant plusieurs mutants de délétion de ERG (Figure 
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III-15) semblent suggérer l’existence d’un mécanisme alternatif, qui n’est pas pour autant 
exclusif avec un défaut de coopération de fixation. 
 
Figure III-15 : Le domaine transactivateur C-terminal de ERG est requis pour coopérer avec FOS/JUN. Nous 
avons testé en transfection transitoire dans des cellules ROS avec ‘l’enhancer’ du virus du polyome, l’activité 
transactivatrice de plusieurs mutants de délétion de ERG seule ou en présence de FOS/JUN. Les conditions 
expérimentales sont les mêmes que celles décrites dans le papier numéro 2. L’activité relative de la protéine 
sauvage seule ou avec FOS/JUN est fixée à 100%, l’activité de tous les autres mutants est comparée à celle de la 
protéine sauvage. La représentation schématique de la protéine ERG reprend les mêmes symboles que ceux 
utilisés dans le papier numéro 2. 
 
 L’ensemble de nos résultats suggère que le domaine transactivateur C-terminal de 
ERG est essentiel à la coopération transcriptionnelle alors que la région N-terminale est peu 
impliquée (mutants ∆N et ∆NC). Cependant, il semble qu’en absence du domaine C-terminal, 
le domaine N-terminal puisse contribuer à la coopération (mutants ∆C et ∆NC). Par ailleurs, 
l’interaction physique observée entre le domaine ETS de ERG et la protéine JUN n’est pas 
suffisante à induire une synergie (mutants ∆NC et DBD). Le mécanisme par lequel le 
domaine C-terminal intervient dans la coopération n’est pas encore connu. L’hypothèse la 
plus probable étant qu’il puisse recruter des protéines de la machinerie transcriptionnelle 
(sous-unité de l’ARN polymérase, complexes HAT, complexe médiateur) ou d’autres 
cofacteurs soit directement, soit indirectement en formant par exemple une nouvelle surface 
d’interaction protéiques avec des domaines de JUN et/ou de FOS. A cet égard, il est d’ailleurs 
intéressant de constater que le domaine C-terminal de la protéine FLI-1, qui est très 
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homologue à celui de ERG, a été récemment impliqué dans diverses activités biologiques. 
L’absence de ce domaine dans les souris Fli-1-/- (mutation hypomorphe) aboutit à un 
phénotype hémorragique et mégacaryocytaire très similaire à celui induit par une mutation 
nulle (Hart et al., 2000; Spyropoulos et al., 2000). Les protéines de fusion EWS-FLI-1 
impliquées dans le sarcome d’Ewing qui n’ont plus de domaine C-terminal, sont beaucoup 
moins transformantes in vitro que les protéines EWS-FLI-1 de pleine longueur (Arvand et al., 
2001). Enfin, la récente recherche de cofacteurs des protéines ERG et FLI-1 de Xénope par 
double hybride en levure suggère que ce domaine C-terminal est une région d’interaction 
protéique privilégiée (Deramaudt et al., 2001). Toutes ces données suggèrent que le domaine 
C-terminal des protéines ERG et FLI-1 joue un rôle non négligeable dans la régulation de 
leurs activités transcriptionnelles. L’importance fonctionnelle de ce domaine semble d’autant 
plus significative qu’il n’est pas conservé à l’intérieur de la famille ETS et qu’il pourrait donc 
représenter un élément supplémentaire de spécificité. 
 
 5- Vers un mécanisme de recrutement en deux étapes 
 Les résultats que nous avons obtenus étendent le rôle du domaine ETS comme 
interface d’interactions protéiques, et permettent de préciser, avec les travaux antérieurs, les 
mécanismes d’association des complexes transcriptionnels impliquant les facteurs ETS. La 
question de la ‘spécificité ETSienne’ n’est pas pour autant résolue. La plupart des facteurs de 
transcription qui interagissent avec la famille ETS sont partagés par plusieurs membres. Au 
moins 10 facteurs ETS (ETS-1, ETS-2, ERG, FLI-1, PU-1, ELF-1, PE1, GABPα, PEA3 et 
ERM) ont été montrés comme coopérant avec l’hétérodimère FOS/JUN. De même, les 
protéines PAX-5 ou SRF sont la cible de plusieurs protéines ETS. Au premier abord, toutes 
ces interactions apparaissent faiblement discriminantes, ceci est d’autant plus vrai que le 
domaine principal de reconnaissance est celui qui est le plus conservé dans la famille. Les 
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stratégies utilisées pour ‘compenser’ cette ‘mitoyenneté’ sont au moins au nombre de trois : 
(1) le choix du partenaire semble dicté, au moins pour les exemples que j’ai évoqués, par la 
nature des sites de liaison à l’ADN et les divergences de séquence du domaine ETS, en 
particulier dans l’hélice H3, (2) dans certains cas, le partenaire transcriptionnel n’interagit 
qu’avec une seule protéine ETS (par exemple GABPβ pour GABPα)  et (3) des domaines 
autres que le domaine de liaison à l’ADN peuvent intervenir dans les interactions facteur 
ETS/protéine partenaire. Le patron d’expression et la nature des modifications post-
traductionnelles interviennent sans aucun doute dans ces processus mais le centre de notre 
débat n’est pas là. La question est de savoir comment des protéine ETS se différencient des 
autres alors qu’elles partagent toutes, au moins au niveau des interactions protéiques, de 
nombreuses propriétés communes. 
 Le mécanisme de recrutement en deux étapes que nous proposons semble pouvoir 
répondre en partie à cette question (Figure III du papier numéro 3). Dans ce modèle, la 
première étape correspond aux interactions entre le domaine ETS et d’autres domaines de 
liaison à l’ADN qui favoriseraient la fixation spécifique et coopérative. La sélection du 
partenaire serait liée aux sites de liaison à l’ADN et à la nature de l’hélice H3. Ces premières 
interactions induiraient des modifications structurales permettant par exemple la levée de 
l’auto-inhibition ou l’activation d’un domaine ‘silencieux’. Dans ce contexte, l’intervention 
d’un deuxième domaine induite par des interactions ‘préalables’ favoriserait la spécificité de 
la réponse transcriptionnelle. Nous supposons que ces événements sont concertés et non 
distincts comme le schéma les représente (Figure III du papier numéro 3). 
Ce modèle tient compte essentiellement des trois résultats suivants : (1) le domaine 
ETS et le domaine transactivateur C-terminal de la protéine ERG sont essentiels pour 
coopérer avec l’hétérodimère FOS/JUN, (2) le domaine ETS seul n’est pas suffisant et (3) la 
perte d’interaction physique entre ERG et JUN abolit cette coopération, même en présence du 
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domaine C-terminal. Cette dernière observation suggère fortement que la contribution du 
domaine C-terminal dans la synergie transcriptionnelle dépend directement des premiers 
contacts effectués entre le domaine ETS et la région basique de JUN. En d’autres termes, ces 
premières interactions pourraient être à l’origine de modifications allostériques dont la levée 
de l’auto-inhibition, la synergie entre deux domaines transactivateurs ou l’échange co-
répresseur/co-activateur en seraient les conséquences directes. L’implication de ce mécanisme 
dans la synergie observée entre la protéine ERG et l’hétérodimère FOS/JUN est certes ténu, 
mais il semble pouvoir être mis à l’épreuve assez facilement. On pourrait par exemple tester 
l’influence de différents mutants de délétion de ERG sur les profils de digestion protéasique 
de JUN. Le remplacement du domaine ETS de ERG par un domaine de liaison à l’ADN 
hétérologue ou celui du domaine transactivateur C-terminal par un transactivateur non 
apparenté pourraient nous donner de précieuses informations quant aux liens qui peuvent 
exister entre les deux. 
 Quoiqu’il en soit, ce mécanisme contribue certainement à la spécificité ‘ETSienne’ et 
semble pouvoir être généralisable à la plupart des exemples que j’ai cités au cours de cette 
thèse. C’est ainsi que : (1) la boîte B des facteurs TCF interagit avec leur domaine ETS et 
inhibe l’activité du facteur concerné en absence de la protéine SRF. Le fait que cette même 
protéine SRF puisse interagir physiquement avec la boîte B et le domaine ETS, en présence 
d’ADN, est en accord avec un mécanisme en deux étapes impliquant des modifications 
allostériques (Treisman et al., 1992; Yang et al., 1999; Hassler et Richmond, 2001), (2) en 
absence d’ADN, seul le domaine ETS de PU-1 interagit avec NF-EM5, l’implication du 
domaine PEST ne se révélant qu’en présence d’ADN (Perkel et Atchison, 1998; Brass et al., 
1999), et (3) l’auto-inhibition de ETS-1 ou PEA3 est levée par AML-1 et USF, 
respectivement. Les régions qui inhibent la fixation à l’ADN sont aussi celles qui 
interagissent avec le partenaire, l’ADN participant à ce processus (Kim et al., 1999; Goetz et 
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al., 2000; Greenall et al., 2001). Encore une fois, ce mode de régulation ne se restreint pas à la 
famille ETS puisque de nombreuses études sur les facteurs de transcription ont permis de 
postuler l’existence de mécanismes très similaires. C’est en particulier vrai pour la synergie 
transcriptionnelle observée entre les protéines SOX2 et les facteurs OCT-3 ou PAX-6 
(Ambrosetti et al., 2000; Kamachi et al., 2000; Kamachi et al., 2001). Dans ces deux 
exemples, la synergie dépendrait dans un premier temps de la coopération de fixation à 
l’ADN des deux partenaires via leurs domaines de liaisons respectifs, étape qui permettrait 
alors aux domaines transactivateurs de participer au processus. De même, les domaines de 
liaison à l’ADN des protéines E1 et E2 de papillomavirus auraient un rôle architectural 
permettant le ‘déclenchement’ d’interactions productives entre leurs domaines 
transactivateurs (Gillitzer et al., 2000). 
 Enfin, gardons en tête que ce mécanisme s’inscrit dans un environnement 
transcriptionnel qui ne se restreint pas à deux ou trois protéines. Il reste encore à déterminer 
l’influence exacte des modifications post-traductionnelles sur l’assemblage de ces complexes 
et à replacer ‘tout autour’ la machinerie basale, les enzymes modifiant l’accessibilité des 
histones, les co-activateurs et les co-répresseurs. Je voudrais terminer sur une note 
d’indécision en rappelant que : (1) la transcription est une succession d’étapes dont chacune 
est régulable. Des activateurs peuvent donc coopérer en stimulant des étapes différentes, voire 
la même étape par des mécanismes différents, (2) les mêmes étapes ne sont pas forcément 
limitantes lors de la transcription de gènes différents, ou d’un même gène dans des situations 
différentes. Selon l’étape qu’il régule, un activateur peut donc être actif ou non selon le 
contexte considéré, (3) l’activité d’un domaine transactivateur dépend de cofacteurs, 
l’absence de ces cofacteurs peut le rendre inopérant et (4) le même domaine peut être actif 
dans un contexte donné et jouer un rôle opposé dans un contexte différent. 
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CHAPITRE IV 
 
ACTE III : CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
IV-1 La fin du voyage 
 
L’existence de famille de facteurs de transcription qui partagent des domaines de 
liaison à l’ADN très conservés, ainsi que des séquences cibles très similaires, constitue un 
paradoxe dans le contrôle transcriptionnel. Comment des protéines apparentées assument-
elles des rôles spécifiques différents dans la régulation des gènes ? Cette question essentielle 
se pose pour la plupart des facteurs de transcription (Carey, 1998; Sieweke et Graf, 1998; Fry 
et Farnham, 1999; Ito, 1999; Kamachi et al., 2000; Struhl, 2001) et les protéines ETS 
constituent un exemple de choix pour étudier les mécanismes moléculaires mis en jeu. 
Les nombreux exemples que j’ai pu donner au cours de cette thèse suggèrent que 
l’achèvement de la spécificité individuelle résulte de l’intégration de plusieurs mécanismes 
qui s’influencent mutuellement (Figure IV-1). Pour les facteurs de transcription, et en 
particulier ceux de la famille ETS, l’un des points ‘sensibles’ semble se situer au niveau des 
partenaires de liaison à l’ADN. Leurs influences s’appliquent au moins à quatre niveaux :  
(1) les territoires d’expression et la disponibilité du partenaire peuvent contribuer à la 
spécificité. C’est par exemple le cas des facteurs NF-EM5/PIP ou PAX-5 dont l’expression se 
restreint aux cellules B, et par conséquent l’activité de PU-1 et ETS-1 dans ces cellules 
dépend fortement de leur présence (Pongubala et al., 1992; Fitzsimmons et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV-1 : Schéma général des mécanismes moléculaires pouvant contribuer à la spécificité fonctionnelle des facteurs de transcription. La notion de sélectivité 
‘innée’ ou ‘acquise’ a été définie dans le paragraphe III-2-1 du chapitre III. L’environnement englobe plusieurs paramètres comme la disponibilité de la machinerie 
transcriptionnelle ou la présence de protéines capables de courber l’ADN. 
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(2) La reconnaissance en complexe permet dans certains cas de reconnaître des sites 
qui ne seraient pas fixés par les protéines seules. ETS-1 est ainsi incapable de reconnaître le 
promoteur Mb-1 en absence de PAX-5 (Fitzsimmons et al., 1996). 
(3) L’assemblage stéréo-spécifique de ces complexes offre des combinaisons 
d’interactions protéiques favorables à une grande diversité de fonction. Dans les cellules 
myéloïdes, ETS-1 est potentiellement capable d’interagir avec MAFB, USF-1, JUN, C/EBP, 
AML1 et p300/CBP (Sieweke et Graf, 1998). Cette diversité d’interactions pourrait être à la 
base d’un large spectre d’action. Cependant, l’existence de telles interactions dans un même 
complexe ou dans des complexes successifs reste à démontrer. 
(4) L’action concertée des facteurs de transcription fixés sur leurs éléments de réponse 
permet d’intégrer de multiples signaux extracellulaires sur le même promoteur. C’est le cas du 
complexe ELK-1/SRF sur le promoteur du gène c-Fos qui intègre au moins 5 voies de 
transduction (les kinases JNK/SAPK, p38 et ERK pour les TCF; les GTPases de la famille 
Rho et la p90RSK pour SRF) (Treisman, 1995; Treisman, 1996). 
 
Ces influences que je qualifierais de ‘directes’ peuvent aussi être modulées par 
d’autres éléments que sont :  
(1) la présence de protéines architecturales, capables de courber l’ADN, favorise des 
interactions protéiques qui ne seraient pas possibles sur un ADN linéaire. Les 
‘enhanceosomes’ de l’INFβ et du TCRα en sont les meilleurs exemples (Carey, 1998). 
(2) La nature même des sites de liaison à l’ADN peut influencer la réponse 
transcriptionnelle. Un exemple remarquable vient d’être publié récemment (Scully et al., 
2000). Ainsi, le développement de l’hypophyse implique au moins six hormones dont trois 
sont sous le contrôle du facteur de transcription PIT-1/GHF-1. De manière intéressante, PIT-1 
ne régule l’expression de l’hormone de croissance que dans les cellules somatotropes et la 
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prolactine que dans les cellules lactotropes. Cette distinction s’expliquerait par une différence 
de 2 paires de bases entre les deux sites de liaisons à l’ADN de PIT-1 contenus dans les deux 
promoteurs respectifs (Scully et al., 2000). La résolution de la structure de PIT-1 fixée sur ces 
deux éléments indique qu’il les reconnaît sous deux conformations distinctes. En particulier, 
cette différence est corrélée avec la capacité de PIT-1 à recruter des co-répresseurs et ainsi 
réprimer l’expression de l’hormone de croissance dans les cellules lactotropes. Par contre, le 
mécanisme par lequel ce gène s’exprime dans les cellules somatotropes n’est pas encore 
identifié (Scully et al., 2000). 
(3) L’environnement cellulaire peut aussi moduler l’activité de certains facteurs de 
transcription. La perte d’un gène supresseur de tumeur ou l’activation d’un proto-oncogène 
peut affecter l’activité transcriptionnelle des facteurs avoisinants. C’est le cas par exemple de 
E2F. En tant normal, E2F réprime des gènes essentiels au cycle cellulaire par son association 
avec la protéine RB hypophosphorylée et des Histones Déacétylases. La perte de RB dans 
certaines cellules tumorales commute E2F en activateur transcriptionnel (Harbour et Dean, 
2000). 
(4) La nature des domaines transactivateurs et les interactions qu’ils peuvent faire avec 
les différents composants de la machinerie transcriptionnelle basale influencent leurs 
propriétés. En particulier, deux facteurs de transcription peuvent interférer dès lors que leurs 
domaines transactivateurs ciblent le même co-activateur (mécanisme de ‘squelching’). Par 
exemple, la répression mutuelle observée entre les récepteurs nucléaires et l’hétérodimère 
FOS/JUN s’expliquerait en partie par une compétition pour CBP/p300 (Kamei et al., 1996). 
 
IV-2 Les protéines ETS sont des facteurs de transcription ‘polyvalents’ 
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 La diversité fonctionnelle des facteurs ETS semblent s’expliquer par l’intégration de 
plusieurs mécanismes de régulation (Figure IV-1). Ce schéma général pourrait être aussi à 
l’origine du caractère ‘polyvalent’ de certaines protéines ETS. L’exemple le plus représentatif 
provient certainement du rôle versatile de PU-1 dans l’hématopoïèse (voir Figure II-3 du 
chapitre II). Le gène PU-1 est essentiel au développement des progéniteurs myéloïdes, 
ostéoclastiques, B et T (Fisher et Scott, 1998). Nous avons déjà évoqué le fait que ces 
activités multiples dépendaient en particulier des différents facteurs de transcription recrutés 
par PU-1 : NF-EM5 dans les cellules B, C/EBP dans les cellules myéloïdes (Fisher et Scott, 
1998) et Microphthalmia dans les ostéoclastes (Luchin et al., 2001). Il est intéressant de noter 
que la majorité des promoteurs myéloïdes reconnus par PU-1 présentent de nombreuses 
similitudes structurales : (1) le site de liaison pour PU-1 se retrouve à proximité du site 
d’initiation de la transcription, (2) il n’y a pas de boîte TATA et (3) on y retrouve souvent 
associés des sites de liaisons pour les facteurs de transcription Sp1 ou C/EBP (Tenen et al., 
1997; Fisher et Scott, 1998). Le fait que PU-1 puisse réguler des gènes myéloïdes en absence 
de son domaine transactivateur acide (Fisher et al., 1998), couplé à sa capacité à interagir 
avec le facteur TFIID (Hagemeier et al., 1993), suggère plutôt un rôle ‘d’initiateur de la 
transcription’. Inversement, PU-1 se ‘comporterait’ comme un facteur de transcription 
‘architectural’ lors de la régulation des ‘enhancers’ des immunoglobulines. Dans ces cas 
précis, la régulation de ‘l’enhancer’ kappa 3’ dépend du complexe PU-1/NF-EM5 (Pongubala 
et al., 1992) alors que celle de ‘l’enhancer’ µ est contrôlée par PU-1, ETS-1 et TFE3 (Erman 
et Sen, 1996). Dans ces exemples, le domaine transactivateur de PU-1 ne semble par requis. 
On pourrait imaginer que dans ces cas précis, le domaine transactivateur de PU-1 est 
redondant avec ceux des facteurs NF-EM5, ETS-1 ou TFE3, respectivement. Mais la situation 
inverse peut aussi se retrouver puisque ce même domaine transactivateur apparaît essentiel 
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pour la régulation du promoteur de la chaîne J des immunoglobulines, promoteur qui ne 
semble pas régulé par NF-EM5 (Shin et Koshland, 1993). 
Ces dernières données me poussent à une ultime audace spéculative : il semble que 
l’on puisse ‘classer’ l’activité des facteurs ETS en deux catégories. Une première catégorie où 
ces facteurs fonctionneraient comme des protéines ‘adaptatrices’ et serviraient de ‘plate-forme 
protéique’ permettant d’attirer d’autres facteurs de transcription. Dans ce cas, les domaines 
transactivateurs ne seraient pas nécessaires. Et une deuxième catégorie dans laquelle les 
facteurs ETS agiraient de manière plus ‘autonome’, leurs domaines transactivateurs seraient 
alors essentiels à leur activité. Une même ‘situation’ semble se retrouver avec le facteur 
GATA-1 puisque son domaine de liaison à l’ADN seul semble suffisant pour induire un 
phénotype mégacaryocytaire dans la lignée myéloïde primaire 416B (Visvader et al., 1995). 
 Quoiqu’il en soit, il semble que non seulement les effets des divers mécanismes de 
régulation de la transcription puissent permettre d’assurer une spécificité entre des facteurs 
issus de la même famille, mais qu’en plus, pour une même protéine, l’utilisation différentielle 
de ces mécanismes pourrait aussi contribuer aux rôles versatiles qu’elle peut jouer lors du 
développement. 
 
IV-3 Perspectives 
 
La démarche que nous avons entreprise lors de ce travail s’inscrit tout particulièrement 
dans la recherche de spécificité des facteurs de transcription de la famille ETS. La 
caractérisation des domaines fonctionnels de la protéine ERG nous a en particulier permis de 
mettre en évidence la triple potentialité de son domaine de liaison à l’ADN. Le mode 
d’interaction observé avec l’hétérodimère FOS/JUN n’est pas sans rappeler ceux impliqués 
dans l’association des complexes TCF/SRF, PAX-5/ETS-1 ou PU-1/NF-EM5 et suggère 
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l’existence de mécanismes d’interactions protéiques conservées malgré la diversité des 
partenaires impliqués. A cet égard, l’importance de quelques acides aminés de l’hélice H3 
pourrait définir un nouveau motif spécifique d’interactions protéiques, comparable au motif 
LXXLL présent dans les co-activateurs qui permet le recrutement des récepteurs nucléaires 
(Heery et al., 1997; Torchia et al., 1997), ou au motif PXDLS reconnu par le co-répresseur 
CtBP (Turner et Crossley, 2001). Cette propriété remarquable devrait permettre, dans les 
années à venir, de bloquer spécifiquement des interactions protéiques en mimant les régions 
impliquées par un peptide de synthèse. Cette stratégie a été récemment couronnée de succès 
pour inhiber spécifiquement l’activité de NF-κB dans l’inflammation (May et al., 2000). Dans 
ce contexte, il serait très intéressant de concevoir un peptide correspondant à l’hélice H3 du 
domaine ETS du facteur ERG afin de bloquer les interactions ERG/JUN et ainsi d’évaluer les 
effets de ces altérations. On pourrait aussi construire un vecteur d’expression eucaryote 
codant une protéine de fusion GST-multimère de l’hélice H3 afin de caractériser par la 
technique de puces à ADN (‘microarrays’), les gènes dérégulés et ainsi identifier des gènes 
cibles potentiels. 
Notre travail a aussi permis d’identifier les acides aminés importants pour les diverses 
propriétés du domaine ETS. Nous avons pu en particulier caractériser une mutation ponctuelle 
qui discrimine les fonctions de liaison à l’ADN de celles intervenant dans les interactions 
protéiques et la coopération transcriptionnelle. Ce ‘type d’outil’ a permis récemment de 
discriminer certains gènes régulés par le facteur de transcription NFAT seul, de ceux co-
régulés en partenariat avec FOS/JUN (Macian et al., 2000). Cette stratégie est en projet dans 
notre groupe. Enfin, l’implication du domaine C-terminal de ERG dans la coopération 
transcriptionnelle avec JUN/FOS en fait un élément de choix pour rechercher d’autres 
partenaires de la protéine ERG. 
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IV-4 Des questions pour terminer 
 
Les différents résultats que j’ai pu obtenir ont apporté quelques réponses qui ont, à 
leur tour, soulevé d’autres questions. Ces analyses s’inscrivent dans une logique dictée par 
plusieurs interrogations : (1) quels sont les partenaires de régulation des protéines ERG ?, (2) 
comment leurs activités sont-elles modulées ? (3) quels sont leurs gènes cibles ? et (4) quel est 
le rôle spécifique des protéines ERG dans la famille ETS ? Voilà certes un vaste programme, 
mais nous devrions, petit à petit, obtenir des réponses à ces questions. Je suivrai l’avancement 
de ces travaux de loin, mais avec intérêt…. 
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RESUME : 
 
 La famille des gènes ETS code des facteurs de transcription impliqués dans de 
nombreux processus physiologiques tels que la différenciation, la prolifération cellulaire ou la 
morphogenèse. Ces facteurs se caractérisent par la présence d’un domaine de liaison à l’ADN 
très conservé, appelé domaine ETS. L’accroissement continu du nombre de membres ainsi 
que leurs nombreuses propriétés communes, posent la question du rôle spécifique de chacune 
des protéines ETS. Dans ce contexte, je me suis plus particulièrement intéressé à la 
caractérisation des domaines fonctionnels de la protéine ERG. 
 Nos premières études d’interactions protéiques in vitro et de régulation 
transcriptionnelle indiquent que le domaine ETS est non seulement responsable de la fixation 
à l’ADN, mais qu’il constitue une surface d’interaction privilégiée permettant le recrutement 
d’autres facteurs de transcription, en particulier l’hétérodimère FOS/JUN. Par une stratégie de 
modélisation moléculaire du complexe ternaire ERG-JUN/FOS-ADN, couplée à la 
construction de mutants de délétion et de mutations ponctuelles du domaine ETS, nous avons 
pu identifier les acides aminés impliqués dans l’une ou l’autre de ces fonctions. Par ailleurs, 
nous avons aussi montré que le domaine transactivateur C-terminal de la protéine ERG était 
un élément essentiel dans la coopération transcriptionnelle. Tous ces résultats nous permettent 
de proposer un mécanisme de recrutement du complexe FOS/JUN en deux étapes, impliquant 
à la fois le domaine ETS et le domaine C-terminal des protéines ERG. 
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